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1 EINLEITUNG  
 
Es ist mittlerweile unbestritten, dass Stress während der Schwangerschaft den Embryo bzw. 
den Fetus beeinflusst (HARRIS und SECKL 2011). So wird z. B. seit vielen Jahren über den 
Zeitpunkt der Stresseinwirkung sowie die Effekte auf den postnatalen Organismus und sogar 
auf nachfolgende Generationen geforscht. Aufgrund der Vielzahl an teilweise nicht 
kalkulierbaren Störgrößen, die die Ergebnisse von humanen Studien beeinflussen, wurde die 
Fragestellung vielfach auf Tiermodelle übertragen. Im Tierversuch kann man durch die 
Induktion negativer Empfindungen (z. B. die Konfrontation mit Fressfeinden) oder auch 
durch exogene Applikation von Glucocorticoiden, wie z. B. Dexamethason oder 
Betamethason, einen quantitativ standardisierten Stressreiz zu einem definierten Zeitpunkt 
setzen. Oft verwendete Tierarten sind hierbei die Ratte (SECKL 2004; PAGE et al. 2001), das 
Schaf (PEDRANA et al. 2008; SLOBODA et al. 2007) und das Meerschwein (KAPOOR et 
al. 2008; DUNN et al. 2010). Die Physiologie der Reproduktion der genannten Tierarten zeigt 
jedoch starke Unterschiede im Vergleich zum Menschen. Daher ist eine Übertragung der an 
den genannten Tierarten gewonnenen Forschungsergebniss  auf den Menschen nur sehr 
begrenzt möglich. Im Gegensatz dazu bietet der Weißbüschelaffe eine dem Menschen sehr 
ähnliche Situation in Bezug auf die Physiologie der Trächtigkeit (EINSPANIER et al. 2006b) 
sowie die männliche Reproduktion (SHARMA et al. 2017; HECHT et al. 2009), bei einem 
gleichbleibend hohen Grad an Standardisierung. Es gibt bereits mehrere Studien, die den 
Einfluss von pränataler Dexamethasonapplikation auf die Nachkommen der 
Weißbüschelaffen untersucht haben. Dabei konnten z. B. Effekte auf diverse 
Wachstumsparameter und das Sozial- und Lernverhalten (HAUSER et al. 2007; HAUSER et 
al. 2008) sowie auf die Entwicklung des unter anderem für Lernverhalten und Gedächtnis 
verantwortlichen Hippocampus (TAUBER et al. 2008; TAUBER et al. 2006) entdeckt 
werden. Ein Einfluss auf den Blutdruck und die Nierenmorphologie der Nachkommen der 
Weißbüschelaffen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (BRAMLAGE et al. 2009).  
Über die Effekte von pränatalem maternalem Stress auf die Reproduktionsfähigkeit der 
männlichen Nachkommen ist bisher nur wenig bekannt. A  pränatal gestressten männlichen 
Ratten konnten negative Effekte auf den Sexualhormonhaushalt, die Hodenentwicklung und 
Hodenstruktur sowie das Sexualverhalten nachgewiesen werden (PALLARES et al. 2013; 




Im humanen Bereich gibt es zu der Thematik eine groß angelegte retrospektive Studie, die 
alle zwischen 1973 und 2008 in Dänemark geborenen Männer einschließt. In dieser 
Veröffentlichung wird konstatiert, dass Männer, diepränatal einem starken sozialen Stressor 
ausgesetzt waren, im Vergleich mit der Kontrollgruppe häufiger zu früh und mit geringerem 
Körpergewicht geboren wurden sowie öfter Missbildunge  der Geschlechtsorgane zeigten 
(PLANA-RIPOLL et al. 2017). Dieser Zusammenhang war noch stärker bei Männern, die 
dem Stressor während des ersten Trimenons der Schwangerschaft ausgesetzt waren. Wie sich 
pränataler Stress konkret auf das Reproduktionssystem des männlichen Weißbüschelaffen 
auswirkt, ist bisher nicht bekannt. Da Weißbüschelaff n individuell sehr unterschiedlich auf 
stressreiche Ereignisse, wie z. B. den Anblick eines Fressfeindes, reagieren, wurde in der 
vorliegenden Arbeit – wie in allen bisher erwähnten Studien an Weißbüschelaffen – die 
Applikation des synthetischen Glucocorticoids Dexamethason als standardisierter Stressreiz 
gewählt. Dexamethason wird durch die plazentare 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 
(11βHSD2) nur zu einem sehr geringen Anteil inaktiviert, sodass es die Plazentarschranke 
nahezu ungehindert passieren und seine Glucocorticoidrezeptor-selektive stressähnliche 
Wirkung auch im Fetus bzw. Embryo entfalten kann (TEGETHOFF et al. 2009).  
Insofern war es ein Ziel der vorliegenden Arbeit, zu ermitteln, ob ausgewählte essentielle 
Hormone und Enzyme des Reproduktionssystems in den Hoden von Weißbüschelaffen der 
F1-Generation durch pränatalen Stress beeinflusst werden. Dafür sollten die entsprechenden 
Proteine in den Hoden von adulten Weißbüschelaffen ach pränataler 
Dexamethasonapplikation im Vergleich mit einer Kontr llgruppe mittels qPCR und 
Immunhistochemie nachgewiesen und in der Ultrastruktu  lokalisiert werden.  
Darüber hinaus gibt es Nachweise bei Ratten und Meerschweinchen, dass sich pränataler 
Stress auch auf die F2-Generation (DRAKE et al. 2005; IQBAL et al. 2012) und sogar auf die 
F3-Generation (MOISIADIS et al. 2017) auswirken kann. Speziell beim Weißbüschelaffen 
gelang es bei der Untersuchung des Lipidstoffwechsels ebenfalls bereits, Effekte einer 
pränatalen Dexamethasongabe auf die F2- und F3-Generation nachzuweisen (BUCHWALD 
et al. 2012). Daher war das Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit, herauszufinden, ob 
und in welcher Form sich ein standardisierter pränataler Stressreiz postnatal auf ausgewählte 
Parameter der männlichen Reproduktion des Weißbüschelaffen in der F2- und F3-Generation 




Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben unter dem Vorbehalt der Übertragbarkeit auf 
den Menschen überdies praktische Relevanz: Gemäß einem aktuellen Leitfaden der WHO 
wird Dexamethason in der Humanmedizin neben Betamethason routinemäßig bei drohenden 
Frühgeburten angewendet, um die Entwicklung des Fetus, vorrangig die Lungenreifung, zu 
beschleunigen und somit bessere Überlebenschancen zu ermöglichen (WHO 2015). Diese 
Behandlung erfolgt oft zu Beginn des dritten Trimenons, was einem der beiden gewählten 
Applikationszeitpunkte von Dexamethason bei den Weißbüschelaffen der vorliegenden Arbeit 
entspricht.  
In der Schreibweise der Gen- und Proteinnamen richte ich mich in der vorliegenden Arbeit 
nach dem HUGO Gene Nomenclature Committee, wonach bei Menschen und Primaten Gene 
kursiv in Großbuchstaben, Proteine jedoch recte in Großbuchstaben geschrieben werden. 
Einzig in der Bezeichnung des Proteins „Ras“ weiche ich davon ab, da die bezeichnete 
Schreibweise mit großem Anfangsbuchstaben üblich ist und in den meisten Publikationen 







2.1 Glucocorticoide und Stress während der Trächtigkeit 
 
Die Schwangerschaft beim Menschen bzw. Trächtigkeit b  Tieren ist ein sehr sensibler 
Zeitraum für das sich entwickelnde Lebewesen. Für die intrauterine Entwicklung spielen 
Glucocorticoide (GC) eine wesentliche Rolle: Um bestmögliche Überlebenschancen zu 
ermöglichen, passen sie das Epigenom z. B. in Leber, Lunge, Magendarmtrakt und Nieren 
den jeweils vorliegenden Umweltbedingungen an (FOWDEN und FORHEAD 2015; 
FOWDEN et al. 2016). Speziell zum Ende der Trächtigkeit hin induzieren GC die 
Differenzierung und Reifung von Organen, die postnatal unabhängig von der Plazenta 
eigenständig funktionieren müssen (FOWDEN et al. 1998). Diese Effekte der GC macht man 
sich in der Humanmedizin bei drohenden Frühgeburten zu Nutze. Mittlerweile wird in einem 
solchen Fall bereits ab der 24. Schwangerschaftswoche medizinisch eingeschritten und es 
werden routinemäßig GC angewendet, um durch eine beschleunigte Lungenreifung die 
Inzidenz eines Atemnotsyndroms des Neugeborenen (RDS) zu verringern und somit die 
Überlebensrate bei Frühgeburten zu verbessern (BROWNFOOT et al. 2013). Im Jahr 2010 
wurden weltweit etwa 15 Millionen Babys zu früh (per definitionem vor der vollendeten 
37. Schwangerschaftswoche) geboren. Das entspricht etwa zehn Prozent aller Geburten, 
wobei der Anteil der Frühgeburten in fast allen Ländern immer größer wird (HOWSON et al. 
2013).  
Man weiß jedoch mittlerweile, dass maternaler Stress bzw. die Applikation von GC während 
der Trächtigkeit nicht nur direkt auf den intrauterin n Fetus wirkt, sondern auch lang 
anhaltende Effekte auf das Ungeborene bis ins hohe Erwachsenenalter hat. Diesen Prozess der 
Beeinflussung des Genoms nennt man Pränatale oder Fetale Programmierung 
(„Prenatal/Fetal Programming“). Die bis jetzt am besten untersuchten Auswirkungen der 
GC-induzierten Programmierung sind solche auf die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HPA-Achse) (FINKEN et al. 2016), auf Verhaltensauffälligkeiten (Kim 
et al. 2015) oder Zivilisationskrankheiten wie etwa Insulinresistenz (FINKEN et al. 2016), 
Diabetes mellitus Typ 2 (JIANG et al. 2013; ENTRINGER et al. 2008), Bluthochdruck 




Da eine Standardisierung humaner Studien zur pränatalen GC-Exposition kaum möglich ist, 
wird zusätzlich an einer Vielzahl von Tiermodellen geforscht. Beispielsweise werden durch 
GC induzierte Effekte in vielfältigen Studiendesigns an Schafen (SLOBODA et al. 2007; 
RAKERS et al. 2013), Ratten (DRAKE et al. 2005; SECKL 2004; WEINSTOCK 2017), 
Mäusen (DUNN und BALE 2009; ZAMBRANO et al. 2014), Meerschweinchen (DUNN et 
al. 2010; KAPOOR et al. 2008) und auch an nicht-humanen Primaten (NHP) wie Rhesusaffen 
(PRYCE et al. 2011; SCHNEIDER et al. 1999), Südlichen Grünmeerkatzen (VRIES et al. 
2007) oder etwa Weißbüschelaffen (HAUSER et al. 2007; BUCHWALD et al. 2012) 
erforscht. Aufgrund der Ähnlichkeit in Plazentationsform und Physiologie der Trächtigkeit 
eignen sich NHP hervorragend, um Rückschlüsse auf die humane Situation ziehen zu können.  
Zu den Effekten auf das Reproduktionssystem der Nachkommen ist noch nicht viel bekannt; 
einen Überblick gibt ein Review von ZAMBRANO et al. (2014). So führte eine pränatale 
Gabe von Dexamethason bei Meerschweinchen beispielsweise neben reduzierten 
Cortisolkonzentrationen (basal und aktiviert) zu erhöhten Testosteronwerten im Blutplasma 
der männlichen Nachkommen (LIU et al. 2001), nicht jedoch bei weiblichen Nachkommen 
(DUNN et al. 2010). Ebenfalls am Meerschweinchen konte gezeigt werden, dass die Effekte 
einer pränatalen Gabe von Betamethason bzw. Dexameth son auf den Speichel-Cortisolwert 
abhängig von der Sexualzyklusphase sind, in der untersucht wird. Zusätzlich brauchten die 
weiblichen Nachkommen verglichen mit Kontrolltieren i e längere Zeitspanne, um gravid zu 
werden, und die Autoren fanden erhöhte mRNA-Gehalte des Glucocorticoidrezeptors (GR) 
sowie des Mineralocorticoidrezeptors in der Hippocampus-Region (DUNN et al. 2010).  
Darüber hinaus gibt es eindeutige Nachweise, die zeigen, dass die Effekte pränatalen Stresses 
nicht auf die direkt nachfolgende Tochtergeneration (F1) beschränkt sind (MCGOWAN und 
MATTHEWS 2018). Bei Ratten konnte nach Dexamethasonpplikation während der 
Trächtigkeit sowohl in der F1- als auch in der F2-Generation ein reduziertes Geburtsgewicht 
ermittelt werden (DRAKE et al. 2005). Interessanterweise gibt es auch Effekte, die nicht in 
der F1-Generation, wohl aber in der F2-Generation auftraten. So zeigten nur männliche 
Ratten der F2-Generation, verglichen mit Kontrolltieren, eine erhöhte Aktivität der PEPCK 
(Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase), gepaart mit höheren Plasmaglukose- und basalen 
Insulin-Werten (DRAKE et al. 2005). In der F2-Generation von Meerschweinchen, die 
während der Trächtigkeit mit Betamethason behandelt wurden, konnten Auswirkungen auf 
die HPA-Achse, das Verhalten und eine veränderte Transkription von GR-mRNA in Arealen 




Meerschweinchen führte eine pränatale Applikation vBetamethason zu Hyperaktivität und 
Veränderungen der Genexpression im Hypothalamus in den Tochtergenerationen F1 bis F3 
(MOISIADIS et al. 2017). Andererseits konnte auch eine Diät mit sehr hohem Fettanteil bei 
trächtigen Mäusen die Insulinsensitivität der Nachkommen der F1- und F2-Generation 
reduzieren (DUNN und BALE 2009). Doch nicht nur bei Nagetieren, sondern auch beim 
Weißbüschelaffen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Dexamethasonapplikation 
während der Trächtigkeit den Fettstoffwechsel bis hin in die dritte Tochtergeneration negativ 
beeinflusst (BUCHWALD et al. 2012): Die Blutspiegel der ω3-Fettsäuren waren in allen drei 
Tochtergenerationen erniedrigt, wohingegen erhöhte Plasmacholesterol- und erniedrigte 
HDL-Triglycerid-Werte nur in der F2- und F3-Generation detektiert werden konnten.  
 
2.2 Relevante Hormone der Reproduktion und ihre Biosynthese 
 
Die Gruppe der Sexualhormone umfasst unter anderem di  Androgene und Östrogene. Sie 
werden zu den Steroidhormonen gezählt, da ein Sterang üst die Grundstruktur bildet. Die 
Steroidbiosynthese wird durch LH (Luteinisierendes Hormon) stimuliert und läuft im 
männlichen Organismus neben einem vernachlässigbaren Anteil in der Nebennierenrinde 
vornehmlich in den Leydig-Zellen des Hodenparenchyms ab (KICMAN 2010). Ein sehr 
geringer Anteil wird von den Leydig-Zellen auch ohne den Einfluss von LH produziert 
(TURNER et al. 1985). Aus den Leydig-Zellen diffundiert Testosteron entweder in das 
Keimepithel oder es tritt in die Blutzirkulation ein (LI et al. 2005). Ausgangsstoff der 
Testosteronbiosynthese ist Cholesterin. Die einzelnen Syntheseschritte sind mit Angabe der 
Zwischenprodukte und der entsprechenden Enzyme in Abbildung 2.1 (S. 7) dargestellt. Dabei 
existieren bei Säugetieren zwei Hauptwege: 1.) die Biosynthese per Δ5-Syntheseweg von 
Pregnenolon über 17α-OH-Pregnenolon und DHEA (Dehydroepiandrosteron) zu Δ4-
Androstendion; 2.) die Biosynthese per Δ4-Syntheseweg von Pregnenolon über Progesteron 
und 17α-OH-Progesteron zu Δ4-Androstendion. Im Hoden des Weißbüschelaffen scheint d r 
Δ4-Syntheseweg zu dominieren (LI et al. 2005), während beispielsweise beim Menschen 
vornehmlich der Δ5-Syntheseweg abläuft (PRESLOCK und STEINBERGER 1977). Das 
passt zu der Beobachtung, dass die Zona reticularis der Nebennierenrinde beim Menschen 
DHEA produziert, das als Substrat für die Testosternbiosynthese im Hoden verwendet wird, 
während die Nebennierenrinde beim Weißbüschelaffen ab einem Alter von drei Monaten 





Abbildung 2.1: Biosynthesewege der Steroidhormone nach KICMAN (2010), modifiziert nach MINDNICH et al. 
(2004). Die durch Pfeile dargestellten Reaktionen werden im Wesentlichen durch die sechseckig eingerahmten 
Enzyme katalysiert. Ist für eine Reaktion nur ein Pfeil abgebildet, so läuft diese irreversibel ab. Die für die 
vorliegende Arbeit relevanten Enzyme sind grau hinterlegt. 
 
Im Folgenden werden für die vorliegende Arbeit relevante Enzyme der Steroidbiosynthese 
sowie Testosteron und Östradiol, das Relaxinsystem und ausgewählte Proliferationsfaktoren 
genauer vorgestellt: 
 
2.2.1 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 
Das Enzym 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3βHSD) wurde 1951 entdeckt (SAMUELS 
et al. 1951) und katalysiert eine 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenierung mit anschließender 
Δ5-Δ4-Isomerisierung. In der Biosynthese der Sexualhormone ist die 3βHSD somit für die 
Umwandlung der Δ5-Steroide in Δ4-Ketosteroide verantwortlich (SIMARD et al. 2005). In 
Rattenhoden konnte die 3βHSD ausschließlich in Mitochondrien der Leydig-Zellen 


































neben den Mitochondrien auch das endoplasmatische Retikulum umfassen kann (SIMARD et 
al. 2005). Beim Menschen wurden bis jetzt zwei Isoenzyme beschrieben, bei Ratten vier und 
bei Mäusen sechs. Die humane 3βHSD1 konnte in Plazenta, Haut und Brustgewebe 
nachgewiesen werden, während die 3βHSD2 in Hoden, Ovarien und Nebennieren zu finden 
ist (RHEAUME et al. 1991). Vorsicht ist bei der Nomenklatur der Isoenzyme geboten, da aus 
historischen Gründen die humane 3βHSD2 analog zur 3βHSD1 der nicht-humanen Säugetiere 
ist (SIMARD et al. 2005).  
Im Hoden von Weißbüschelaffen konnte die 3βHSD bisher unspezifisch im Zytoplasma von 
Leydig-Zellen nachgewiesen werden (KELNAR et al. 200 ). 
 
2.2.2 Testosteron und Androgenrezeptor 
Testosteron ist ein Hormon aus der Gruppe der Steroidhormone, das erstmals 1935 von Ernst 
Laqueur aus Stierhoden extrahiert wurde (FREEMAN et al. 2001). Testosteron vermittelt 
seine direkte Wirkung hauptsächlich über Bindung an de  Androgenrezeptor (AR) (KICMAN 
2010). Die endgültige Wirkung im Zielgewebe hängt jedoch von Rezeptor- und 
Enzymausstattung desselben ab (MOORADIAN et al. 1987). 5α-Reduktasen können 
Testosteron lokal und irreversibel zu Dihydrotestosteron (DHT) umsetzen (KICMAN 2010; 
WILSON 2001). Dies kommt einer Signalverstärkung des Testosterons gleich, da DHT 
ebenfalls an den AR bindet und identische Signalkaskaden anstößt, jedoch mit deutlich 
höherer Affinität, bereits in viel niedrigerer Konzentration und mit einer längeren 
Halbwertzeit des Steroid-AR-Komplexes im Vergleich zu Testosteron (GRINO et al. 1990; 
ROY und CHATTERJEE 1995; SWERDLOFF et al. 2017). Darüber hinaus induziert DHT 
eine erhöhte Synthese des AR und bedingt einen langsameren Abbau desselben 
(SWERDLOFF et al. 2017; GRINO et al. 1990). Im Zielgewebe kann Testosteron des 
Weiteren durch Aromatase zu Östradiol umgesetzt werden, das seine Wirkung über Bindung 
an Östrogenrezeptoren (vgl. Kap. 2.2.6, S. 14) entfalte  (KICMAN 2010).  
Der AR gehört zu den nukleären Rezeptoren und besteht aus einer DNA-bindenden Domäne, 
einer Liganden-bindenden Domäne sowie aus mindestens zwei Domänen AF-1 und AF-2, die 
der Aktivierung der Transkription dienen. Im inaktivierten Zustand liegt der vom 
gleichnamigen Gen AR codierte AR an Hitzeschockproteine assoziiert im Zytosol vor. In 
dieser Konformation binden Androgene über den klassischen Signalweg an die Liganden-




Hitzeschockproteine; durch eine Konformationsänderung wird die DNA-bindende Domäne 
freigelegt und der nun aktivierte Liganden-Rezeptor-K mplex wird in den Zellkern 
transloziert. Dort binden die zu Homodimeren verknüpften Komplexe an steroidempfindliche 
Bereiche (steroid responsive elements, SRE) im Chromatin (MCEWAN 2004; KICMAN 
2010; GELMANN 2002). Gemeinsam mit Koregulatoren (sowohl Koaktivatoren als auch 
Korepressoren) wird ein Transkriptionskomplex gebildet, der die Transkription verschiedener 
Gene aktivieren oder hemmen kann (MCEWAN 2004; PERISSI und ROSENFELD 2005; 
HEINLEIN und CHANG 2002a). Mittlerweile wurden zahlreiche Gene charakterisiert, die 
durch den Androgenrezeptor beeinflusst werden (JIANG und WANG 2003; EDER et al. 
2003), wobei sich die Forschungsergebnisse bisher auf den Zusammenhang mit Prostatakrebs 
konzentrieren.  
In jüngerer Zeit wurden neben dem klassischen noch weitere Wirkmechanismen der 
Androgene in der Zelle beschrieben, die teilweise ohne genomische Beteiligung und somit 
innerhalb von Sekunden bis Minuten ablaufen können (SMITH und WALKER 2014). 
Einerseits werden diese Effekte über die Bindung an induziert membranassoziierte AR 
vermittelt und intrazelluläre Signalkaskaden unter Beteiligung von ERK1 / ERK2 
(extracellular-signal regulated kinase), CREB (cAMP responsive element-binding protein) 
und ATF-1 (activating transcription factor) aktiviert (HEINLEIN und CHANG 2002b). 
Andererseits ist auch eine Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration beschrieben, 
die vermutlich über den G-Protein-gekoppelten Rezeptor Gnα11 vermittelt wird (SHIHAN et 
al. 2014). Darüber hinaus wird auch eine nicht genomische Wirkung des AR über die 
Tyrosinkinase Src und eine anschließende Aktivierung der MAP-Kinasen (mitogen-activated 
protein) diskutiert (WALKER 2010). Dadurch könnte auch die Transkription von Genen 
beeinflusst werden, die kein SRE in ihrer Sequenz beinhalten.  
Der AR kann in fast allen Körpergeweben nachgewiesen w rden, wobei jedoch mRNA-
Gehalt und Protein-Expression sogar im selben Zelltyp sehr unterschiedlich sein können 
(QUIGLEY et al. 1995; PELLETIER 2000). Beim männlichen Javaneraffen wurden die 
höchsten Konzentrationen im Nebenhoden, in der Samenblasendrüse (Glandula vesicularis) 
und im Hoden gefunden (DANKBAR et al. 1995). Speziell im Hoden des Weißbüschelaffen 
konnte AR in Sertoli- und Leydig-Zellen nachgewiesen werden (MCKINNELL et al. 2001). 
Die Wirkung von Testosteron wird bereits in utero zur Geschlechtsdifferenzierung des 




benötigt (JOST et al. 1973). Unmittelbar nach der Gburt liegt beim Menschen und beim 
Weißbüschelaffen für mehrere Wochen eine erhöhte Testosteronkonzentration im Blutplasma 
vor, bevor die Werte bis in den kaum messbaren Bereich absinken (ABBOTT und HEARN 
1978; CLARKSON und HERBISON 2016; MCKINNELL et al. 2001). In der Pubertät 
bewirkt die Adrenarche durch einen Anstieg der testikulären Testosteronproduktion im 
Männchen die Ausbildung der sekundären Geschlechtsmerkmale (TICHY und 
MALASANOS 1976). Testosteron wirkt anabol auf Knochen (SINNESAEL et al. 2013) und 
Skelettmuskulatur, erhöht den Sauerstoffverbrauch im Muskel und reduziert die Fettmasse 
(HERBST und BHASIN 2004; MOORADIAN et al. 1987). Das Gehirn wird durch 
Testosteron ebenfalls bereits während der fetalen sowie in der postnatalen Entwicklung 
beeinflusst und maskulinisiert, was sich unter anderem im typisch männlichen 
Sexualverhalten und in der Psychologie niederschlägt (WILSON und DAVIES 2007; 
BANCROFT 1977; MULLER 2016).  
Aufgrund der Strukturähnlichkeit von Testosteron zu Östrogenen konnte eine kompetitive 
Hemmung an Östrogenrezeptoren durch Testosteron und somit ein direkter Einfluss auf die 
Wirkung von Östrogenen nachgewiesen werden (MOORADIAN et al. 1987). 
 
2.2.3 Steroid-5α-Reduktasen 
Die am endoplasmatischen Retikulum lokalisierte Steroid-5α-Reduktase (THIGPEN et al. 
1993a) katalysiert die irreversible Reduktion von Testosteron zu DHT unter Verwendung des 
Redoxäquivalentes NADPH (WILSON 2001). Dies dient im Allgemeinen der lokalen 
Verstärkung des Testosteronsignals durch das potentere Androgen DHT (vgl. Kap. 2.2.2, 
S. 8). Des Weiteren wird durch die Enzymaktivität Einfluss auf die Östrogenwirkung 
genommen, da weniger Testosteron für die Östradiolsynthese zur Verfügung steht. Die 
Halbwertzeit der Steroid-5α-Reduktasen (SRD5A) ist mit ca. 30 Stunden sehr lang und legt 
die Vermutung nahe, dass sie nicht auf der Ebene des Proteinkatabolismus reguliert werden 
(THIGPEN et al. 1993a). Bis heute sind drei verschiedene Isoenzyme entdeckt worden, die 
von den Genen SRD5A1, SRD5A2 und SRD5A3 kodiert werden, die zumindest beim 
Menschen jeweils auf unterschiedlichen Chromosomen li gen (AZZOUNI et al. 2012; 
TRAISH 2012). Die Isoenzyme 1 und 2 füllen die oben beschriebene Funktion im 




ihr katalysierten Umsetzung von Polyprenol zu Dolichol im Rahmen der Glykosylierung 
(CANTAGREL et al. 2010; ROBIC et al. 2014). 
Das pH-Optimum der SRD5A1 liegt im neutralen bis schwach sauren Bereich zwischen 
pH 6,0 und 8,5, während die SRD5A2 ihre höchste Aktivitä  im leicht sauren Milieu um 
pH 5,0 bis 6,0 entfaltet (THIGPEN et al. 1993b; AZZOUNI et al. 2012). Dabei zeigt die 
SRD5A2 die höhere Substrataffinität zu Testosteron, die SRD5A1 jedoch die höhere 
Umsetzungsrate. In der Gesamtbetrachtung unter optimalen Bedingungen hat die SRD5A2 
die höhere Enzymaktivität (AZZOUNI et al. 2012). SRD5A1 und SRD5A2 konnten mit 
Ausnahme der Schilddrüse bereits in allen Organsystemen nachgewiesen werden (THIGPEN 
et al. 1993b; AUMÜLLER et al. 1996; TRAISH 2012; AZZOUNI et al. 2012). SRD5A3 wird 
in vielen verschiedenen Geweben (u.a. Niere, Leber, Pankreas, Prostata und Hoden) und vor 
allem in maligne veränderten Geweben exprimiert (GODOY et al. 2011; YAMANA et al. 
2010; AZZOUNI et al. 2012). Allerdings variieren die Untersuchungsberichte zur 
Gewebeverteilung der Steroid-5α-Reduktasen teilweise sehr stark, je nach Tierart, 
Untersuchungsmethode und Entwicklungsstand des entspr chenden Gewebes. Im humanen 
Hoden wird wahrscheinlich vorrangig SRD5A2 exprimiert (THIGPEN et al. 1993b; TRAISH 
2012). Auf subzelluläre Ebene scheinen die Steroid-5α-Reduktasen überwiegend am 
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert zu sein (THIGPEN et al. 1993a; SCAGLIONE et al. 
2017). Es existieren jedoch mehrere Studien, die SRD5A1 auch am Zellkern assoziiert 
nachweisen konnten (Übersicht in AZZOUNI et al. (201 )). Diese Beobachtungen passen 
zum Nachweis einer DNA-bindenden Sequenz in SRD5A1 in vitro, die dem Enzym 
ermöglichen könnte als Transkriptionsfaktor zu wirken (GASTON und FRIED 1992).  
Speziell für den Weißbüschelaffen liegen zu allen drei Isoenzymen der Steroid-5α-Reduktase 
meines Wissens nach bisher keine Untersuchungen vor. 
 
2.2.4 Aromatase 
Die Aromatase ist ein Enzymkomplex, der aus der Cytochrom-P450-Aromatase und einem 
assoziierten Flavoprotein, der NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase, besteht (CONLEY 
und HINSHELWOOD 2001). Dieser hoch konservierte Komplex katalysiert als Produkt des 
Genes CYP19 die Umsetzung von Testosteron zu Östradiol, bzw. von Δ4-Androstendion zu 
Östron. Dabei ermöglicht ein zentraler Häm-Komplex die Bindung der C19-Androgene 




im Gehirn vor und konnte beim Menschen zusätzlich in Plazenta, fetaler Leber, Fettgewebe, 
Chondrozyten, Osteoblasten und der glatten Gefäßwandmuskulatur nachgewiesen werden 
(SIMPSON 2004; NELSON und BULUN 2001). Beim Weißbüschelaffen wird die Aromatase 
in Hoden, Ovarien, Gehirn, Plazenta, Uterus, Leber, Niere und Milz exprimiert (HUSEN et al. 
2003). Durch alternatives Spleißen über gewebespezifische Promotoren wird bei Primaten die 
Expression in verschiedenen Geweben ermöglicht (KRAGIE 2002). Dies bedeutet im 
Umkehrschluss, dass alle diese Organe in der Lage sind, Östrogene zu synthetisieren. Eine 
Regulation der Transkription der Aromatase erfolgt im Hoden z. B. durch FSH (Follikel 
stimulierendes Hormon), LH, IGF-1 (insulin like growth factor), die Schilddrüsenhormone T3 
und T4, Östrogene, TGFβ1 (transforming growth factor-β1) und EGF (epidermal derived 
growth factor) über intrazelluläre Signalproteine wie etwa CREB, CREM (cAMP responsive 
element modulator), SF1 (steroidogenic factor-1) oder LRH-1 (liver receptor homolog-1), die 
vorwiegend am Proximalen Promotor II und dem Distalen Promotor I.4 ansetzen 
(HAVERFIELD et al. 2011; BOURGUIBA et al. 2003).  
Die Expression der Aromatase in verschiedenen testikulären Zelltypen (Leydig-Zellen, 
Sertoli-Zellen, Spermatozyten, Spermatiden, Spermatozoen) scheint stark von der 
untersuchten Tierart und dem vorliegenden Reproduktionsstadium abhängig zu sein 
(HAVERFIELD et al. 2011; LAMBARD et al. 2005; CARREAU und HESS 2010). 
Wahrscheinlich findet jedoch nicht nur beim Menschen eine Östrogenproduktion durch 
Aromatase sowohl in Leydig-, Sertoli- als auch Keimzellen statt (SCHULSTER et al. 2016). 
Übereinstimmende Befunde gibt es darin, dass das Enzym Aromatase bei Tieren mit 
saisonabhängiger Zucht außerhalb der Paarungszeit in keinem Zelltyp der Hoden nachweisbar 
ist (HAVERFIELD et al. 2011). Passend dazu konnte der wichtige positive Einfluss der 
Aromatase als Östrogenproduzent auf die Spermiogenese in der Ratte und dem Indischen 
Hutaffen (Macaca radiata) durch die Gabe von Aromatase-Inhibitoren bewiesen w rden 
(SHETTY et al. 1998; TSUTSUMI et al. 1987). Andererseits führt jedoch eine 
Überexpression der Aromatase bei Menschen und Mäusen zu Infertilität (SCHLEGEL 2012; 
LI et al. 2001). Dabei spielt die negative Rückkopplung der Östrogene auf die Gonadotropine 
und somit auf die endogene Testosteronproduktion eine ntscheidende Rolle (O'DONNELL et 
al. 2001) (außer beim Weißbüschelaffen, vgl. Kap. 2.3.2, S. 23 ff.). Dieser Feedback-
Mechanismus überwiegt bei Weitem die durch Testoster n vermittelte negative 




Im Hoden von Weißbüschelaffen konnte eine Koexpression von Aromatase und 17βHSD7 
(17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 7) gezeigt werden (HUSEN et al. 2003), was eine 
maximale Synthese des aktiven Östradiols ermöglicht. Dabei zeigen die Leydig-Zellen die 
stärkste Expression der Aromatase, gefolgt vom Zytoplasma um die Köpfe von Spermatiden. 
Ein sehr schwaches, aber vorhandenes Signal wurde im Zytoplasma von Sertoli-Zellen 
entdeckt (TURNER et al. 2002). 
 
2.2.5 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 7 
Bis jetzt sind bei Säugetieren mindestens 14 Isoenzyme der 17βHSD beschrieben worden 
(LIN et al. 2013), die jeweils Produkte unterschiedlicher Gene und nur wenig homolog sind 
(MINDNICH et al. 2004). Sie wandeln unter Zuhilfenahme des Redoxäquivalentes NADH 
bzw. NADPH inaktive 17-Ketosteroide in die jeweilige aktive 17β-Hydroxy-Form um und 
katalysieren somit den letzten Schritt der Testoster n- und Östradiolbiosynthese (PAYNE und 
HALES 2004). Die im endoplasmatischen Retikulum vorliegende und vom Gen HSD17B7 
kodierte 17βHSD7 (MARIJANOVIC et al. 2003) gehört zur großen Untergruppe der short 
chain dehydrogenases/reductases (SDR) (MÖLLER und ADAMSKI 2009) und wurde zuerst 
als Prolaktinrezeptor-assoziiertes Protein (PRAP) bei der Ratte beschrieben (DUAN et al. 
1996). Das Enzym katalysiert speziell die Reduktion v  Östron zu Östradiol (PAYNE und 
HALES 2004) und sorgt somit für eine Aktivierung der Östrogenwirkung. Des Weiteren 
scheint die 17βHSD7 am Abbau des lokal aktiven DHT zu 3α,17β-Androstandiol beteiligt zu 
sein, das in seiner glucuronidierten Form vom Körper ausgeschieden werden kann 
(MINDNICH et al. 2004). Diese Funktionen der 17βHSD7 spielen in humanen 
Brustkrebszellen eine entscheidende Rolle im Steroidmetabolismus (LIN et al. 2013). Darüber 
hinaus zeigt die 17βHSD7 im selben aktiven Zentrum zusätzlich noch eine Aktivität in Form 
einer 3-Ketosteroid-Reduktase (MARIJANOVIC et al. 2003). 
Beim Weißbüschelaffen konnte eine dem Menschen ähnelnde Gewebeverteilung der 
17βHSD7 u. a. in Leber, tragendem Uterus, Plazenta, Ovrien und Hoden aufgezeigt werden 
(KRAZEISEN et al. 1999; SCHWABE et al. 2001). Speziell im Hoden des Weißbüschelaffen 
wurde das Enzym bereits auf Proteinebene in Leydig-Zellen und im Keimepithel 
nachgewiesen (HUSEN et al. 2003), was sehr stark für eine Beteiligung an einer lokalen 





2.2.6 Östradiol und Östrogenrezeptoren 
17β-Östradiol gehört zusammen mit Östron und Östriol zur Gruppe der natürlichen Östrogene 
und wird durch den Aromatase-Enzym-Komplex aus Testosteron synthetisiert (SIMPSON et 
al. 2002) (siehe Kap. 2.2.4, S 11). Eine weitere Möglichkeit der endogenen Östradiolsynthese 
besteht durch Umwandlung von Δ4-Androstendion in Östron durch Aromatase und 
anschließende Reduktion zu Östradiol durch die 17βHSD7 (siehe Abbildung 2.1, S. 7). 
Östradiol hat die höchste Bindungsaffinität aller endogenen Östrogene an den klassischen 
Östrogenrezeptoren (KUIPER et al. 1997) und ist somit das wirksamste natürliche Östrogen 
(FALLERT-MÜLLER 2000; KUHL 2005).  
Östrogene werden sowohl im weiblichen als auch im männlichen Organismus synthetisiert. 
Ein für die Wirkweise bedeutender Unterschied zwischen den Geschlechtern ist jedoch, dass 
beim Männchen Östrogene fast ausschließlich nicht zentral, sondern lokal in peripheren 
Geweben aus zirkulierenden Androgenen synthetisiert w den, um anschließend intra-, auto- 
oder parakrin zu wirken (SIMPSON und SANTEN 2015). Ursprünglich als die typisch 
weiblichen Geschlechtshormone betrachtet, konnten den Östrogenen in den letzten Jahren 
zunehmend auch essentielle Funktionen im männlichen Organismus nachgewiesen werden. 
So sind sie beim Mann beispielsweise für den Schluss der Epiphysenfugen und den 
Knochenmetabolismus mitverantwortlich (NELSON und BULUN 2001). Im Folgenden 
werde ich jedoch nur auf die für die vorliegende Arbeit relevante Funktion der Östrogene in 
der männlichen Reproduktion eingehen. 
Bereits in der fetalen Entwicklung kann ein Überschuss an Östrogenen bei Menschen und 
Nagern zu Kryptorchismus führen (O'DONNELL et al. 2001; CARREAU und HESS 2010). 
Im adulten Organismus üben Östrogene über eine negativ  Rückkopplung auf Ebene des 
Hypothalamus einen indirekten Einfluss auf die Testosteronproduktion in Leydig-Zellen aus, 
was essentiell für die testikuläre Homöostase ist (ELLINWOOD et al. 1984; O'DONNELL et 
al. 2001). Einzig beim männlichen Weißbüschelaffen ko nte nach Östrogenapplikation ein 
Anstieg des endogenen LH bzw. mCG (marmoset Choriongonadotropin) detektiert werden 
(HODGES und HEARN 1978; HODGES 1980) (vgl. Kap. 2.3. , S. 23 ff.). Zusätzlich üben 
Östrogene auch durch direkte Einwirkung auf testikuläre Zellen eine regulierende Funktion 
im Rahmen der männlichen Reproduktion aus: Proliferation und Apoptose der Sertoli-Zellen 
und Keimzellen werden in der Ratte durch Östrogene beeinflusst (CHIMENTO et al. 2014; 
ROYER et al. 2012). Auch auf die Entwicklung, Regeneration und Enzymausstattung sowohl 




(ABNEY 1999). Zusätzlich konnte nach Östrogeneinwirkung ein Verlust des LH-Rezeptors 
in humanen Leydig-Zellen nachgewiesen werden (HUHTANIEMI et al. 1980). Doch 
Östrogene vermitteln auch positive Wirkungen auf die Reproduktionsfähigkeit. So wird 
beispielsweise die Keimzellentwicklung durch Östradiol gefördert (LI et al. 1997); eine 
parakrine positive Rückkopplung innerhalb des Keimepith ls sorgt für eine Stimulation der 
Entwicklung von Sertoli- und Keimzellen (SCHULSTER et al. 2016) und Östradiol fördert 
die Kapazitation und Akrosomenreaktion im Ejakulat (AQUILA et al. 2003). Östrogene sind 
also im Rahmen der männlichen Reproduktion in ein komplexes System aus sich gegenseitig 
beeinflussenden Faktoren eingebunden, sodass ihre exakte Rolle in vivo kaum ausreichend 
dargestellt werden kann. Es gibt jedoch viele Beweise, dass sie sowohl hemmende als auch 
fördernde Wirkungen ausüben (SCHULSTER et al. 2016). 
Östradiol vermittelt eine genomische Wirkung durch Bindung an die beiden klassischen 
nukleären Östrogenrezeptoren Östrogenrezeptor α (ERα) und Östrogenrezeptor β (ERβ), die 
von den Genen ESR1 und ESR2 codiert werden (AMENYOGBE et al. 2020). Beide 
Rezeptoren arbeiten nach dem gleichen Wirkprinzip: Nach Ligandenbindung im Zytoplasma, 
Dissoziation vorher gebundener Hitzeschockproteine u d Rezeptordimerisierung wird der 
Komplex in den Zellkern transloziert (NELSON und BUL N 2001). Dort kann der Komplex 
mit hoher Affinität an sogenannte estrogen-response elements (ERE) in der DNA-Sequenz 
binden (KLINGE 2001). Durch Koaktivatoren und Korepssoren kann die Auswirkung noch 
moduliert werden (PERISSI und ROSENFELD 2005; KLINGE 2000). Östrogene 
beeinflussen über die beschriebene direkte DNA-Bindung die Transkription vieler Gene, wie 
z. B. Oxytocin, Prolaktin, Prolaktinrezeptor, TGF-α, pS2 und Komplement 3, um nur einige 
wenige zu nennen (KLINGE 2000). Ein zweiter Wirkmechanismus der nukleären 
Östrogenrezeptoren umfasst die Bindung des nicht dimerisierten Liganden-Rezeptor-
Komplexes an andere Transkriptionsfaktoren, wie z. B. SP1 (specificity protein 1), AP-1 
(activator protein 1) oder NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells), was diese in ihrer Funktion unterstützen oder auch behindern kann (KLINGE 2001; 
NILSSON et al. 2001).  
Seit einigen Jahren werden auch nicht-genomische Wirkungen von Östradiol beschrieben, die 
durch einen G-Protein-gekoppelten Östrogenrezeptor (GPER) vermittelt werden (MARJON et 
al. 2014; CHIMENTO et al. 2011). Funktion und Bedeutung des GPER werden jedoch nach 




Nukleäre Östrogenrezeptoren konnten bereits in vielen verschiedenen Geweben nachgewiesen 
werden. Dabei gibt es sowohl Organe, die ausschließlich ERα oder ERβ exprimieren, als auch 
solche, die beide nukleären Rezeptortypen aufweisen. ERα kommt hauptsächlich in Uterus, 
Prostata, Ovarien, Hoden, Nebenhoden, Knochen, Brustgewebe, verschiedenen 
Gehirnregionen, Leber, Niere und weißem Fettgewebe vor, wohingegen ERβ insbesondere in 
Kolon, Prostata, Hoden, Ovar, Uterus, Brustgewebe, Lunge, Knochenmark, Speicheldrüsen, 
Gefäßepithelien und verschiedenen Gehirnregionen nachgewiesen werden konnte 
(DAHLMAN-WRIGHT et al. 2006; NILSSON et al. 2001; CUI et al. 2013). Die 
Rezeptorverteilung variiert jedoch auch bei den Östrogenrezeptoren je nach untersuchter 
Tierart, Alter, Reproduktionsstatus und angewendeter Methode. 
Im Hoden des männlichen Weißbüschelaffen konnte ERβ in den Zellkernen von 
Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen, vielen verschiedenen Keimzellstadien und peritubulären 
Myoidzellen beschrieben werden, während ERα in keinem Zelltyp nachgewiesen werden 
konnte (SAUNDERS et al. 2001; MCKINNELL et al. 2001). Im Gegensatz dazu wiesen 
Fisher et al. ERα in Leydigzellen nach (FISHER et al. 1997). Die Diskrepanz der Ergebnisse 
verschiedener Studien am Weißbüschelaffen entspricht den unterschiedlichen 




Die Hormone des Relaxinsystems gehören mit ihrer heterodimeren Grundstruktur zweier 
Polypeptidketten zur Insulin-Superfamilie. Die beiden Untereinheiten sind durch zwei 
Disulfidbrücken verbunden und eine weitere Disulfidbrücke befindet sich innerhalb der 
A-Kette (DSCHIETZIG und STANGL 2003). Die Relaxinfamilie umfasst Relaxin 1, 2 und 3 
(jeweils kodiert durch die Gene RLN1, RLN2, RLN3) sowie die Insulin-ähnlichen Peptide 3-6 
(jeweils kodiert durch die Gene INSL3, INSL4, INSL5, INSL6) (BATHGATE et al. 2013). 
Beim Menschen und allen untersuchten Tierarten sindRLN2 bzw. seine Analoga (für den 
Weißbüschelaffen siehe EINSPANIER et al. (1997)) die einzigen Relaxinformen, die 
sezerniert werden und die die bekannten und unten beschriebenen Funktionen ausüben 
(WILKINSON et al. 2005). Das hochkonservierte RLN3 hat wahrscheinlich eine Funktion als 
Neuropeptid (BATHGATE et al. 2013), wohingegen die Funktion des nur bei Menschenaffen 




SCHWABE 1994; BATHGATE et al. 2013). Im Folgenden werden mit dem Begriff Relaxin 
(RLN) das RLN2 des Menschen bzw. seine Analoga bei Tieren bezeichnet. 
Relaxin wurde 1926 von Frederick Hisaw entdeckt undnach seiner relaxierenden Funktion 
der Beckensymphyse des Meerschweinchens benannt (HISAW 1926). Weitere Funktionen 
des Hormons sind die Erweichung des Geburtskanals ante partum, die Vorbereitung des 
Endometriums auf die Implantation und eine generell modulierende Wirkung auf den 
Bindegewebsstoffwechsel im Sinne einer Dekollagenisi rung, um nur einige wenige der 
vielfältigen Wirkungen von Relaxin exemplarisch zu nennen (DSCHIETZIG und STANGL 
2003; BATHGATE et al. 2013).  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden nur Relaxin und INSL3 (früher als Leydig 
insulin-like peptide oder auch relaxin like factor (RLF) bekannt (IVELL und ANAND-IVELL 
2018)) mit ihren spezifischen Rezeptoren berücksichtigt, da diese beiden Hormone gesicherte 
Funktionen in der männlichen Fortpflanzung besitzen. Bereits die Entwicklung des 
männlichen Reproduktionstraktes wird durch Relaxin entscheidend gefördert (SAMUEL et al. 
2003). Im männlichen Organismus wird Relaxin in derhumanen Prostata synthetisiert und 
neben dem Blutkreislauf auch in das Seminalplasma sezerniert (YKI-JARVINEN et al. 1983; 
SOKOL et al. 1989). Geringe Mengen an RLN-mRNA konnte  auch in Leydig-Zellen des 
Ebers (KOHSAKA et al. 2009) und Sertoli-Zellen der Ratte (CARDOSO et al. 2010) 
gefunden werden. In der Folge fördert Relaxin die Kapazitation der Spermien, verringert 
einen Abfall ihrer Motilität und wirkt antiapoptotisch (FERLIN et al. 2012; AGOULNIK 
2007). Des Weiteren wird diskutiert, dass Relaxin im Seminalplasma eine Rolle bei der 
Vorbereitung des Endometriums auf die Implantation spielen könnte (TELGMANN und 
GELLERSEN 1998). INSL3 hingegen ist für die Verkürzung des Gubernaculum testis in der 
zweiten Phase des Hodenabstiegs und darüber hinaus verantwortlich (IVELL und 
BATHGATE 2002; HARRISON et al. 2019) und spielt ein Rolle im Erhalt der 
Knochenmasse (FERLIN et al. 2009). Außerdem wird ein positiver Einfluss von INSL3 auf 
die Spermatogenese durch antiapoptotische Wirkung in Keimzellen diskutiert (HOTALING 
und PATEL 2014; IVELL und ANAND-IVELL 2009; SAGATA et al. 2015). 
Hauptsyntheseort von INSL3 im männlichen Organismus sind neben einem geringen Anteil 
in der Prostata ausschließlich die Leydig-Zellen (IVELL et al. 2011; ADHAM et al. 1993). 
Folgerichtig wird die Konzentration an INSL3 im Blutplasma überwiegend von der Zahl 
aktiver adulter Leydig-Zellen bestimmt, ist interessanterweise jedoch unabhängig von den 




Der spezifische Rezeptor zu RLN ist der relaxin family peptide receptor 1 (RXFP1), 
wohingegen INSL3 an RXFP2 bindet (HALLS et al. 2005). Bindungen von RLN an RXFP2 
sind ebenfalls möglich, spielen jedoch bei den physiologisch vorliegenden 
Hormonkonzentrationen wahrscheinlich keine Rolle (HALLS et al. 2005). Auch andere 
Studien bestätigen, dass es zwischen den Liganden-Rezeptor-Paaren RLN/RXFP1 und 
INSL3/RXFP2 keine Interaktionen gibt (KAMAT et al. 2004; BOGATCHEVA et al. 2003). 
Die Relaxinrezeptoren gehören zur Gruppe der Leucin-reichen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren (LGR). RXFP1 und RXFP2 werden von den glichnamigen Genen RXFP1 und 
RXFP2 kodiert, die mehrere Introns enthalten und eine Vielzahl an Spleißvarianten 
ermöglichen (BATHGATE et al. 2013). Aktivierung von RXFP1 kann je nach vorliegender 
Relaxinkonzentration und Zelltyp eine Vielzahl verschiedener, teilweise kaskadenartig 
aufeinander folgender second messenger Systeme aktivieren, wie z. B. MAPK (mitogen-
activated protein kinase), PKA (Proteinkinase A), PI3-K (Phosphoinositid-3-Kinase), MEK 
(MAPK-Kinase), ERK1 und ERK2, AKT (Proteinkinase B), PKC (Proteinkinase C), NFκB, 
ELK-1 (ETS like-1 protein) und Tyrosinkinasen, die unter anderem die intrazelluläre 
Konzentration an cAMP erhöhen (BATHGATE et al. 2006; HALLS et al. 2015). Des 
Weiteren kann RLN die NO-Synthase akut über Aktivierung bzw. chronisch durch eine 
Steigerung der Expression beeinflussen (NISTRI und BANI 2003). Durch Interaktion mit 
dem als Transkriptionsfaktor wirkenden nukleären GR kann Relaxin unter anderem Einfluss 
auf die eigene Expression nehmen (HALLS et al. 2015).  
Die intrazellulären Signalwege, die durch Bindung von INSL3 an RXFP2 ausgelöst werden, 
sind im Vergleich zu RLN/RXFP1 weniger vielfältig. So wird die intrazelluläre 
Konzentration an cAMP abhängig von der Gαs- und GαoB-Untereinheit des an RXFP2 
gekoppelten G-Proteins moduliert. Darüber hinaus spielen cGMP und pERK in der zellulären 
Antwort eine Rolle (HALLS et al. 2015). Über CRE kann eine Aktivierung des RXFP2 auch 
die Transkription verschiedener Gene beeinflussen (HALLS et al. 2007). Eine 
Phosphorylierung der G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase könnte für die Aktivierung 
unterschiedlicher second messenger Systeme im Vergleich zu RXFP1 verantwortlich sein 
(BATHGATE et al. 2006). Im Gegensatz zum weniger sensiblen RXFP2 kann RLN bereits 
im sub-pikomolaren Bereich an RXFP1 binden, zu einer Bildung von Signalosomen führen 





Rezeptoren der Relaxinfamilie sind im Körper weit verbreitet. So konnte RXFP1 beim 
Menschen beispielsweise in Hoden, Gehirn, Niere, Plazenta, Uterus, Ovar, Nebenniere, 
Prostata, Haut, Herz (HSU et al. 2002; HALLS et al. 2015; BATHGATE et al. 2013) und in 
humanen Spermien (FERLIN et al. 2012) nachgewiesen werden. Geringfügig divergent ist die 
Verteilung von RXFP2, das beim Menschen unter anderem in Hoden, Knochen, Gehirn, 
Niere, Uterus, Muskel, Schilddrüse, Knochenmark und Blutzellen vorkommt (HSU et al. 
2002; HALLS et al. 2005; HALLS et al. 2015; BATHGATE et al. 2013). Im humanen Hoden 
wird RXFP2 von Leydig- und Keimzellen verschiedener Stadien exprimiert (ANAND-IVELL 
et al. 2006; FILONZI et al. 2007; KAWAMURA et al. 2004).  
Beim Weißbüschelaffen konnte eine Biosynthese von RLN in der Prostata (EINSPANIER et 
al. 1997) und von INSL3 im Hoden einzig in Leydig-Zellen (ZARREH-HOSHYARI-KHAH 
et al. 1999) nachgewiesen werden. Über das Vorkommen von RLN, RXFP1 und RXFP2 im 
Hoden von Weißbüschelaffen gibt es bis jetzt keine Information. 
 
2.2.8 Proliferationsfaktoren 
Ki-67 ist ein nukleäres Protein, das durch das Gen MKI67 (marker of proliferation Ki-67) 
kodiert und in proliferierenden Zellen exprimiert wird (CHIERICO et al. 2017). Bei der 
exakten Analyse des Zellzyklus stellte sich heraus, da s Ki-67 in der G1-, S- und G2-Phase 
sowie während der Mitose im Zellkern exprimiert wird, nicht jedoch in ruhenden Zellen in 
der G0-Phase (GERDES et al. 1984). Diese vom Zelltyp unabhängige Eigenschaft 
prädestiniert Ki-67 als Biomarker, um sich teilende von ruhenden bzw. wachsenden Zellen 
abzugrenzen, was für die Tumordiagnostik sehr nützlich ist (SCHOLZEN und GERDES 
2000; KACHROO und GNANAPRAGASAM 2013). So wird Ki-67 z. B. routinemäßig für 
die Diagnostik von Brustkrebs (PATHMANATHAN und BALLEINE 2013) und 
Prostatakarzinomen (KACHROO und GNANAPRAGASAM 2013) genutzt (LI et al. 2015). 
Beim Weißbüschelaffen wurden testikuläre Keimzellen immunhistochemisch bezüglich Ki-67 
bereits erfolgreich evaluiert (MCKINNELL et al. 2013).  
Ras (Rat sarcoma) ist eine Familie von monomeren G-Proteinen, die zu den kleinen GTPasen 
der Ras-Superfamilie gehören (WENNERBERG et al. 2005). Viele der kodierenden Ras-
Gene fungieren als Protoonkogene. Unter ihnen ist auch das in der vorliegenden Arbeit 
untersuchte Gen HRAS, dessen Genprodukt im Weiteren als Ras bezeichnet wird. Ras ist 




hemmenden GTPase-aktivierenden Proteine (GAP) (VIGIL et al. 2010). Wird Ras aktiviert, 
dann bindet und aktiviert es nachgeschaltete Signalkaskaden, wie z. B. Raf- / MAP-Kinasen, 
ERK1 / ERK2 oder die Phosphoinositit-3-Kinase (PI3K), welche ihrerseits wiederum die 
Transkription multipler Faktoren beeinflussen (WENNERBERG et al. 2005; COLICELLI 
2004). In normaler Ausprägung üben Ras-Proteine regulierende Funktionen im Rahmen der 
Zellzyklusprogression, des Überlebens der Zelle, der Organisation des Aktin-Zytoskelettes, 
der Zellpolarität, von Zellbewegungen und des vesikulären und nukleären Transportes aus 
(WENNERBERG et al. 2005; COLICELLI 2004; VIGIL et al. 2010). Ein Defekt des Genes 
wird eng mit tumorösen Prozessen verbunden: In etwainem Drittel aller humanen Tumoren 
liegt eine Gain-of-function-Mutation des Ras-Genes vor (HOBBS et al. 2016; ZHOU et al. 
2016). Unter anderem konnte ein Zusammenhang zwischen Ras und humanen 
Keimzelltumoren gezeigt werden. (SHUIN et al. 1994; ROELOFS et al. 2000).  
Im Gegensatz zu Ki-67 und Ras übt das vom Tumorsuppessorgen RB1 (RB transcriptional 
corepressor 1) kodierte Retinoblastom Protein (pRB) eine hemmende Wirkung auf den 
Zellzyklus aus. Dies geschieht während der ersten zwei Drittel der G1-Phase des Zellzyklus 
durch Bindung an Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie und Hemmung der Cyclin-
abhängigen Kinase (CDK) (INDOVINA et al. 2015). Dadurch ermöglicht pRB die 
Einwirkung mitogener Stimuli auf die Zelle sowie ein  Regeneration der für die Mitose 
benötigten Bausteine und Enzyme. Durch Phosphorylierung des pRB wird es von E2F-
Transkriptionsfaktoren gelöst und diese können ihre Funktion wieder aufnehmen 
(WEINBERG 1995). Bei einem Fehlen oder einer gestörten Funktion des pRB läuft die 
G1-Phase verkürzt ab und es kommt entweder zur Apoptose (INDOVINA et al. 2015) oder 
aber zu einer fehleranfälligen, unkontrollierten Verm hrung der Zellen (PARDEE 1989). In 
den meisten humanen Neoplasien ist RB1 entweder durch direkte Mutation, reduzierte 
Expression oder pathologische Hyperphosphorylierung i aktiviert (LIU et al. 2004; 







2.3.1 Allgemeines zu Weißbüschelaffen 
 
Abbildung 2.2: Darstellung des Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) noch unter der historischen Bezeichnung 
„Saguin (Hapale Jacchus)“; Quelle: Brehms Thierleben, 2. Auflage 1876, S. 235 (BREHM 1876) 
 
Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) (vgl. Abbildung 2.2) sind Neuweltprimaten 
(Platyrrhini) aus der Familie der Krallenaffen (Callitrichidae) und gehören der Gattung der 
Büschelaffen (Callithrix) an (GEISSMANN 2003). Namengebendes Charakteristikum der 
Spezies sind die langen, büschelförmig um die großen Ohrmuscheln angeordneten Haare, die 




Geschlechtsdimorphismus und wiegen in menschlicher Obhut in der Regel zwischen 350 g 
und 450 g (ABBOTT et al. 2003). Das adulte Gewicht erreichen sie im Alter von 500 bis 550 
Tagen (ABBOTT und HEARN 1978) und die Trächtigkeitsdauer beträgt etwa 144 Tage 
(HEARN et al. 1978). Ihre Lebenserwartung beträgt in freier Wildbahn maximal acht Jahre, 
während einzelne Weißbüschelaffen in menschlicher Obhut sogar über 20 Jahre alt werden 
können (NISHIJIMA et al. 2012). Der natürliche Lebensraum dieser tagaktiven 
Baumbewohner umfasst den Nordosten Brasiliens sowie nordwestliche Teile Kolumbiens 
(SMITH 2012).  
Im 19. Jahrhundert gelangten die bereits seit der Entdeckung von Amerika bekannten 
Weißbüschelaffen häufiger als jede andere Art ihrer damals noch als Hapale bezeichneten 
Familie (vgl. Abbildung 2.2, S. 21) nach Europa (BREHM 1876). Auch heute erfreut sich die 
Haltung von Weißbüschelaffen in menschlicher Obhut noch großer Beliebtheit. Darüber 
hinaus werden Weißbüschelaffen jedoch auch als Versuchstiere in der biomedizinischen 
Forschung eingesetzt. Weißbüschelaffen gehören zur Gr ppe der NHP und sind somit dem 
Menschen deutlich näher verwandt als die in Tierversuchen oft verwendeten Nagetiere oder 
Schafe. Dementsprechend ist die Physiologie vieler Vorgänge der humanen Situation sehr 
ähnlich. Im Vergleich mit anderen in der Forschung häufig verwendeten Primaten (z. B. 
Makaken und Paviane) ist der Einsatz von Weißbüschelaffen aus verschiedenen Gründen 
vorteilhaft (ORSI et al. 2011; SMITH et al. 2001): Größe und Gewicht erlauben die Haltung 
einer Kolonie mit relativ geringem Aufwand; Probenmaterial (Blut, Urin, Gewebeproben etc.) 
kann verhältnismäßig einfach gewonnen werden; Weißbüschelaffen züchten in 
Gefangenschaft sehr gut – ein Pärchen kann pro Jahr zweimal Nachwuchs mit 1-4 Jungtieren 
bekommen, die ihrerseits ab einem Alter von weniger als zwei Jahren bereits zuchtfähig sind; 
die Handhabung der Tiere ist nach einer Trainingspha e problemlos möglich.  
Somit konnten Weißbüschelaffen bereits als Modelltiere für viele humane 
Krankheitskomplexe etabliert werden, wie z. B. Multiple Sklerose (JAGESSAR et al. 2013), 
Endometriose (EINSPANIER et al. 2006a) oder diverse virale Erkrankungen (CARRION Jr 
und PATTERSON 2012). Des Weiteren spielen sie eine wichtige Rolle in 
Forschungsgebieten der Reproduktionsbiologie (EINSPANIER et al. 2006b), Physiologie, 
Pharmakologie und Toxikologie (ZÜHLKE und WEINBAUER 2003; HART et al. 2012). 
Weiterhin stellen Modelle an Weißbüschelaffen Schlüsselelemente für pharmakodynamische 
Studien im Bereich der Neurowissenschaften, der Immunologie und von 




die allgemein die männliche Reproduktion, die Hodenentwicklung oder speziell die 
Spermatogenese betrachten, wird der Weißbüschelaffe als hervorragendes Modelltier im 
Hinblick auf den Menschen erachtet (SHARPE et al. 2000; MILLAR et al. 2000; LI et al. 
2005; ALBERT et al. 2012; WEINBAUER et al. 2001; SHARMA et al. 2017; WISTUBA et 
al. 2003; HECHT et al. 2009).  
 
2.3.2 Reproduktionsbiologie der männlichen Weißbüschelaffen 
Die embryonale Entwicklung des Weißbüschelaffen verzögert sich zu Beginn im Vergleich 
zum Menschen, läuft jedoch ab dem nach Streeter und O‘Rahilly in der Humanmedizin 
etablierten Carnegie-Stadium 10 (O'RAHILLY und MULLER 2010) konstant um etwa 
25 Tage verschoben ab (MERKER et al. 1988). Daher geht man davon aus, dass die 
Ausbildung indifferenter Gonaden etwa am Trächtigkeitstag (GD) 45 beginnt und eine 
Differenzierung zum Hoden um GD 75 stattfindet (MERKER et al. 1988; LI et al. 2005). 
Neonatale Leydig-Zellen sind nach zwölf Lebenswochen im Hoden des Weißbüschelaffen 
nicht mehr zu finden. Sie zeigen im Gegensatz zu den zwischen der zweiten und 
20. Lebenswoche auftretenden unreifen Leydig-Zellen keine Aktivität der 3βHSD und 
betreiben somit wahrscheinlich keine aktive Steroidbiosynthese (RUNE et al. 1991). Passend 
zum Auftreten unreifer Leydig-Zellen zeigt die Testosteronkonzentration im Blut männlicher 
Weißbüschelaffen zwischen Lebenstag 15 und Lebenstag 100 einen Anstieg, bevor die Werte 
anschließend bis zum Beginn der Pubertät unter die Nachweisgrenze fallen (LUNN et al. 
1994; ABBOTT und HEARN 1978). Eine Blockade dieser neonatalen Phase testikulärer 
Aktivität durch einen GnRH-Antagonisten (Gonadotropin-Releasing-Hormon) (LUNN et al. 
1994) scheint jedoch kaum einen nachhaltigen Einfluss auf die Entwicklung der Keimzellen 
und Fertilität adulter Tiere zu haben (SHARPE et al. 2003; SHARPE et al. 2000; LUNN et al. 
1997; LUNN et al. 1994). Die Hoden steigen erstmals etwa 50–70 Tage post natum und 
dauerhaft mit 8-11 Monaten in das Scrotum ab (STEIN 1978; ABBOTT und HEARN 1978), 
können jedoch zeitlebens bis in die Leistengegend retrahiert werden. Die Sertoli-Zell-
Population ist wahrscheinlich im Alter von 4-6 Monaten festgelegt und reift anschließend bis 
zum Abschluss des ersten Lebensjahres (SHARPE et al. 2000). Ab dem fünften Lebensmonat 
sind adulte Leydig-Zellen im Hoden zu finden (RUNE et al. 1991). Sie sind ab einem Alter 
von etwa 6-8 Monaten verantwortlich für den sprunghaften Anstieg der 




Wachstum der Hoden einhergeht (ABBOTT und HEARN 1978; LI et al. 2005; IRFAN et al. 
2015).  
Die Angaben über den Eintritt der Pubertät der männlichen Weißbüschelaffen variieren 
zwischen 6 Monaten (IRFAN et al. 2015) und 58–64 Wochen (KELNAR et al. 2002). Der 
jeweils bestimmte Zeitpunkt hängt von den verwendeten Kriterien und der Art der 
Tierhaltung ab. Er unterliegt jedoch auch innerhalb der Gruppen stark ausgeprägten 
individuellen Unterschieden (IRFAN et al. 2015). Auch der Beginn der Spermatogenese nach 
frühestens zehn Lebensmonaten ist großen individuellen Unterschieden unterworfen, 
abhängig von Körpergewicht und Hodenvolumen. Mit etwa 14 Monaten jedoch kann die 
Spermatogenese im Keimepithel bei den meisten Weißbüschelaffen nachgewiesen werden 
(JACKSON und EDMUNDS 1984; IRFAN et al. 2015). Im Alter von etwa 70 Wochen sind 
die Pubertät (JACKSON und EDMUNDS 1984) und das Hodenwachstum (IRFAN et al. 
2015) bei den meisten Tieren abgeschlossen. Eine Ejakulation motiler Spermatozoa wurde 
mit 11–13 Monaten (TARDIF et al. 2003) beschrieben und erste Kopulationen von Männchen 
konnten in Versuchstiereinrichtungen im Alter von ca. 15 Monaten beobachtet werden 
(ABBOTT und HEARN 1978). Mit 18–20 Monaten schließlich sind die physische und 
endokrinologische Entwicklung ebenfalls abgeschlossen (ABBOTT und HEARN 1978).  
Der Weißbüschelaffe zeigt im Gegensatz zum Rhesusaffen (DUBUC et al. 2012) keine 
saisonalen Änderungen im Sexualverhalten (BRAND 1980). Parallel dazu bleibt die 
Blutplasmakonzentration von Testosteron im Jahresvelauf auf einem relativ konstanten 
Niveau (KHOLKUTE 1984). In weiteren Versuchen, die sbezüglich durchgeführt wurden, 
konnte gezeigt werden, dass Photoperiodismus für die Reproduktion der Weißbüschelaffen 
keine Rolle zu spielen scheint (KHOLKUTE et al. 1987). Das Testosteronprofil im 
Blutplasma des Weißbüschelaffen zeigt im Tagesverlauf einen biphasischen Verlauf: 
Während in der Periode mit hoher Aktivität zwischen 7 und 15 Uhr im Blutplasma konstant 
geringe Testosteronwerte gemessen wurden, stiegen die Werte in der Ruhephase zwischen 
19 Uhr und 3 Uhr auf das Zwei- bis Dreifache an (KHOLKUTE 1984).  
Bereits Ende der 1960er Jahre konnte nachgewiesen werden, dass die 
Testosteronkonzentration im Blut des Mannes im Tagesverlauf deutlichen Schwankungen 
unterliegt: Um 8 Uhr am Morgen ist die Testosteronkonzentration am höchsten und nimmt 
über den Tagesverlauf bis 24 Uhr kontinuierlich auff st 50 % der Ausgangswerte ab. In den 




1971). Die Ergebnisse wurden später bestätigt und durch die Erkenntnis ergänzt, dass bei 
senilen Männern einerseits der morgendliche Anstieg d r Testosteronkonzentration fehlt, 
während andererseits die absoluten Testosteronkonzentrationen deutlich reduziert sind 
(BREMNER et al. 1983). Bei mehreren untersuchten Arten von Altweltaffen wurde jedoch 
ein dem Mann entgegengesetztes Tagesprofil für Testosteron gefunden (KHOLKUTE 1984). 
Bei Rhesusaffen konnte demonstriert werden, dass die Testosteronkonzentration im Blut 
pulsatil jeweils auf einen LH-Peak folgt und einen gewissen Tagesrhythmus zeigt: Ein Plateau 
an hohen Testosteronwerten wurde in der Nacht zwischen 21 Uhr und 5 Uhr gefunden, im 
Verlauf des Vormittages sinkt die Konzentration deutlich ab, um zwischen 11 Uhr und 13 Uhr 
ihren Tiefpunkt zu erreichen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Tagesprofil der 
Testosteronkonzentration im Blut bei jungen adulten Rhesusaffen (6–9 Jahre) deutlich 
weniger stark ausgeprägt war als bei älteren adulten Ti ren (16–19 Jahre) (SCHLATT et al. 
2008). Im Unterschied zu Altweltaffen und Menschen wird jedoch bei Weißbüschelaffen (und 
anderen Neuweltaffen) von der Hypophyse kein LH, sondern mCG durch GnRH-Stimulation 
ausgeschüttet (GROMOLL et al. 2003; MÜLLER et al. 2004). Sowohl LH als auch mCG sind 
Glykoproteinhormone und gehören zur Gruppe der Gonad tropine. Diese bestehen jeweils 
aus zwei Untereinheiten, wobei die α-Untereinheit bei allen Gonadotropinen identisch ist und 
die β-Untereinheit die Hormone spezifiziert (MÜLLER et al. 2004). Im LH-Rezeptor der 
Weißbüschelaffen fehlt das Transkript des Exon 10, was dazu führt, dass LH im Gegensatz zu 
CG keine Wirksamkeit an diesem Rezeptor besitzt (GROMOLL et al. 2003). 
Vergleichbare Studien zum Tagesprofil der Testosternkonzentration im Blut sind bei 
Weißbüschelaffen bisher nicht durchgeführt worden, weil die Plasma-
Testosteronkonzentration individuell sehr variabel ist (TARDIF et al. 2008; CHANDOLIA et 
al. 2006) und das für Proben verfügbare Blutvolumen in erhalb von 24 Stunden nicht 
ausreicht, um die Testosteronkonzentration genügend hochfrequent zu messen. Durch 
exogene GnRH-Gaben konnte zwar jeweils ein dem LH entsprechender Anstieg des mCG 
induziert werden, bei der Analyse der Situation in vivo konnte jedoch kein konkreter zeitlicher 
Zusammenhang zwischen GnRH- und mCG-Anstieg festgestellt werden (TANNENBAUM et 
al. 2007b). Mögliche Erklärungen dafür könnten zum einen die längere Halbwertzeit von 
mCG gegenüber LH und zum anderen eine verlängerte Ausschüttung von mCG in Folge einer 




Dahingegen konnte bereits die pulsatile Ausschüttung von GnRH aus dem Hypothalamus 
sowohl bei weiblichen Weißbüschelaffen in vivo (TANNENBAUM et al. 2007a) als auch bei 
Männchen in vitro (WOLLER et al. 2010) gezeigt werden. Die Frequenz der Ausschüttung 
lag tagsüber bei 40–80 Minuten für Weibchen bzw. ca. 80 Minuten für Männchen.  
Einzigartig unter männlichen nicht kastrierten Säugetieren ist die Reaktion beim 
Weißbüschelaffen auf subkutane Applikation von Östrogen: Die mCG-Plasmakonzentration 
(in den Originalpublikationen als LH bezeichnet) steig  nach einem initialen Abfall deutlich 
an und erreicht 28–36 Stunden später ihren Höhepunkt (HODGES 1980; HODGES und 
HEARN 1978). Obwohl dieser Mechanismus vom Sexualzyklus weiblicher Säugetiere her 
bekannt ist, sind die Entstehung und biologische Bedeutung beim männlichen 
Weißbüschelaffen noch unklar. Es wird diskutiert, dass die aus hoher Aromataseaktivität 
resultierende allgemein hohe Östrogenkonzentration im Weißbüschelaffen oder auch 
plazentare Gefäßanastomosen zwischen Zwillingen in utero eine Rolle spielen könnten (LI et 
al. 2005)  
TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
 
Der Inhalt meiner Doktorarbeit baut auf einem Projekt auf, das am Deutschen 
Primatenzentrum (DPZ) in Göttingen durchgeführt worden ist (NYIRENDA et al. 2009), 
woher auch die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Hoden von Weißbüschelaffen 
stammen (vgl. Kap. 3.1.1). Er gliedert sich in zwei T le: 1.) den Nachweis von Markern im 
Hoden von Weißbüschelaffen „ex vivo“ und 2.) die Untersuchung von Reproduktions-
parametern an Weißbüschelaffen „i  vivo“. 
 
3.1 Versuchsteil I – ex vivo Hoden DEX F1 
 
3.1.1 Versuchsaufbau (DEX) im DPZ  
Trächtige Weißbüschelaffen wurden in drei Behandlungsgruppen aufgeteilt: Eine Gruppe 
(EDEX) wurde am Ende des ersten Trächtigkeitsdrittels von Trächtigkeitstag 42 bis 48 (von 
insgesamt 144 Trächtigkeitstagen) eine Woche lang oral täglich mit 5 mg DEX pro 
kg Körpergewicht behandelt. Die zweite Gruppe (LDEX) erhielt die identische Behandlung 
von Trächtigkeitstag 90 bis 96, also am Ende des zweiten Trimesters der Trächtigkeit. Eine 
Kontrollgruppe tragender Weibchen (C) erhielt während der gesamten Trächtigkeit keine 
Glucocorticoide. Demzufolge wurden die Männchen der nachfolgenden F1-Generation in die 
Gruppen C, EDEX und LDEX aufgeteilt. Sie wurden im Alter von 24 Monaten einer 
bilateralen Orchiektomie unterzogen. Von jedem Individuum wurde ein Hoden für die qPCR 
bei -80 °C eingefroren und ein Hoden für die Immunhistochemie (IHC) in Paraformaldehyd 
fixiert. Der durchgeführte Versuch wurde von der Bezirksregierung Braunschweig unter der 
Tierversuchsnummer 509.42502/08-03.99 genehmigt. Nachfolgend wurden die eingefrorenen 
bzw. in Paraformaldehyd fixierten Hoden vom DPZ nach Leipzig überführt. 
 
3.1.2 qPCR an DEX F1 Hoden 
Die qPCR und die Aufbereitung der Proben dafür wurden im Veterinär-Physiologisch-
Chemischen Institut der Universität Leipzig (VPCI) wie im Anhang beschrieben durchgeführt 
(siehe S. 108). Die verwendeten Hoden der Weißbüschelaffen wurden bei einer Temperatur 
von -80 °C gelagert und teilten sich je nach Abstammung mit nC = 9, nEDEX = 8 und nLDEX = 9 
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auf die Versuchsgruppen auf. Die CT-Werte (der jeweilige Schwellenwert-Zyklus) der 
einzelnen Proben wurden mithilfe der Corbett Software Version 1.7.34 bestimmt. Für die 
statistische Auswertung wurde die von Michael Pfaffl und QIAGEN entwickelte Software 
REST 2009 verwendet (siehe Kap. 3.3, S. 37). 
Die verwendeten Primer finden sich in Tabelle 3.1 (S. 28). Der für Ras verwendete Primer 
weist aus der Ras-Superfamilie die zum HRAS (Harvey rat sarcoma viral oncogene) 
Protoonkogen gehörende mRNA nach. 
Tabelle 3.1: Für qPCR verwendete Primer 
Klassifizierung Transkript Spezifität 5´-Primer 3´-Primer 
Enzyme der 
Steroidbiosynthese 
ARO Marmoset TCT TGA GGA TCC CTT TGG AC TTC TCT TCT GCG GAA ATC CT 
HSD17B7 Marmoset GGA ACT GGA GCC TCT CCT CT TGG TCA ATG CTG TAC CTG GA 
SRD5A1 Marmoset TCC CCG TTT TCT GAT GGG TTT CAA AGT TCT GCA GGT ACC ACT G 
SRD5A2 Marmoset GAT TCC ACA AGG TGG CAT GTT T AGG GCA AAG CCG ATC CAT TC 
Steroidrezeptoren 
AR Human ATC CCA GTC CCA CTT GTG TC ACC CAG AAG CTT CAT CTC CA 
ESR1 Marmoset TGG ATT TGA CCC TCC ATG AT GAT CTC CAC CAT GCC CTC TA 
ESR2 Marmoset TTG CTG AAT GCC GTG ACT GA TCC ATG CCC TTG TTAC TCG CA 
Relaxinsystem 
RLN2 Marmoset CGG GAA GGA CGA CGT TAT TA CTT CAG CTC CTG TGG CAA AT 
INSL3 Marmoset CCC AGA GAT GCG TGA GAA AC GGC GAT GAT GGT GAG AAG TC 
RXFP1 Marmoset CCA AGA CTA CAC TGG CTG GAC AGT TTC TGG AGA GGC GCA AA 
Proliferations-
marker 
MKI67 Marmoset GCG CAG CCA ACA TGG TAT TT ATC ACC CGC AGG CTT CTT TG 
HRAS Marmoset ACC AGT ACA GGG AGC AGA TCA GAG ACA CCT CAC CTG TGT CAG 
Haushaltsgene 
EEF2 Marmoset GAC ATC ACC AAG GGT GTG CAG GCG GTC AGC ACA CTG GCA TA 
CLTCL1 Human GGC CTC TAA GTA CCA CGA GC TCA GGA AGT TCT TCA CAC GC 
 
3.1.3 Immunhistochemie an Hoden der DEX F1  
Alle zu untersuchenden Hoden wurden direkt nach der Entnahme im DPZ in einer 
Paraformaldehyd-Lösung (4 %) fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet.  
Die weitere Behandlung der fixierten Hoden für die immunhistochemischen Färbungen sowie 
die Fotografien der Hodenschnitte erfolgte im VPCI. Die in einen Paraffinblock eingebetteten 
Hoden wurden am Mikrotom mit einer Schichtdicke von 5 µm geschnitten und auf Glas-
Objektträger aufgezogen. Nach Lagerung bei 37 °C in einem Trockenschrank erfolgte am 
nächsten Tag die Entparaffinisierung in einer absteigenden Alkoholreihe: Xylol > Ethanol 
(100 %) > Ethanol (90 %) > Ethanol (80 %) > Ethanol (70 %) und Ethanol (50 %).  
Zur Färbung gegen die Enzyme SRD5A1 und SRD5A2 sowie des Rezeptors ERβ wurde eine 
Hitzevorbehandlung der Hodenschnitte in einem 0,01 molaren EDTA/Glycin-Puffer 
TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
29 
 
60 Minuten lang bei 100 °C im Dampfgarer nach Saunders et al. (2001) (siehe Anhang, 
S. 108) vorgenommen, um die Epitope in dem Paraffin-fix erten Gewebe zu demaskieren.  
Der Färbung der Hodenschnitte gegen die Steroidrezeptoren AR und ERα sowie gegen den 
Proliferationsfaktor Ras wurde eine Hitzevorbehandlu g in einem Citratpuffer (siehe Anhang) 
vorangestellt: 90 Minuten Kochen im Citratpuffer bei 120 °C für AR und ERα bzw. 
30 Minuten Kochen im Citratpuffer bei 100 °C für Ras.  
Zur Demaskierung weiterer Epitope wurden die Objektträger (SRD5A1, SRD5A2, AR, ERα, 
ERβ, Ras) 15 Minuten lang bei 37 °C in einer PBS/Trypsin-Lösung (siehe Anhang, S. 108) 
inkubiert. Um endogene Peroxidasen zu inhibieren, wurden im Anschluss die Schnitte für 
20 Minuten mit Wasserstoffperoxid (3 %) inkubiert. Von diesem Schritt an wurden die 
Objektträger – soweit nicht anders bezeichnet – bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer 
inkubiert. Nun folgte eine 30-minütige Inkubation in 1:100 verdünntem humanem Blutserum, 
um unspezifische Bindungen der nachfolgend verwendet  Antikörper im Hodengewebe zu 
verhindern. Anschließend wurden die Hodenschnitte bei 4 °C mit dem jeweiligen mit PBS 
(phosphate buffered saline) verdünnten Primärantikörper über Nacht inkubiert.   
Am darauf folgenden Tag wurden die Hodenschnitte nach Waschung in PBS für 30 Minuten 
mit dem HRP-konjugierten Sekundärantikörper (polyklonales Pferde anti-Maus/anti-
Kaninchen IgG; 1:200 in PBS) inkubiert. Anschließend wurde zur Signalverstärkung der 
zuvor frisch angesetzte ABC-Peroxidase-Vektor (Avidin/Biotinylated enzyme Complex) 
VECTASTAIN® ABC Kit (Fa. Vector Laboratories) auf die Hodenschnitte pipettiert: Avidin 
bindet an den biotinylierten Sekundärantikörper undbietet nun drei weitere Bindestellen, an 
die wiederum die biotinylierten Meerrettichperoxidase-Moleküle binden können. Nach 
Waschung in PBS wurde der das von der Peroxidase umzusetzende chromogene Substrat (3-
amino 9-ethyl-carbazol) enthaltende AEC-Vektor AEC Peroxidase Substrate Cat. No. 
SK-4200 (Fa. Vector Laboratories) auf die Schnitte aufgetragen. Nach 20 Minuten wurde die 
Farbreaktion mit Leitungswasser gestoppt. Die folgende Gegenfärbung in saurer 
Hämalaunlösung nach Mayer variierte je nach Antikörper und Alter der Hämalaunlösung 
zwischen wenigen Sekunden und bis zu elf Minuten Einwirkzeit, jeweils gefolgt von einer ca. 
fünf bis zehn Minuten dauernden Phase des Bläuens unter fließendem Leitungswasser.   
Im Anschluss wurden die Schnitte mit Immuno-Histo-Munt (Fa. Santa Cruz Biotechnology) 
unter einem Deckgläschen eingedeckt. Die Lagerung der Objektträger erfolgte unter 
Lichtabschluss bei Raumtemperatur. 
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Die Befundung der angefertigten immunhistochemischen Färbungen erfolgte mit dem 
Lichtmikroskop Axioskop 2 mot plus (Fa. Zeiss) in Verbindung mit der dazugehörigen 
Software Axiovision 40 V 4.8.0.0. Es wurden 10-fach, 20-fach und 40-fach vergrößernde 
Objektive in Kombination mit 10-fach vergrößernden Okularen und somit die 100-, 200- und 
400-fache Vergrößerung verwendet. 
Einzig die immunhistochemische Färbung zu Ki-67 mit einem zusätzlichen 
enzymgekoppelten Tertiärantikörper (SCHOLZEN et al. 2002) weicht wie folgt von dem 
oben ausgeführten Ablauf ab: 
Die wie beschrieben in Paraformaldehyd fixierten Hoden der Weißbüschelaffen wurden je 
zehn Minuten lang in Xylol und einer Acetonverdünnugsreihe absteigender Konzentration 
(100 %, 70 %, 40 %) entparaffinisiert, rehydratisiert und nach Spülung mit Leitungswasser 
für 30 Minuten in Citratpuffer (pH = 6,0) im Dampfgarer gekocht. Die unter fließendem 
Leitungswasser abgekühlten Schnitte wurden nachfolgend für 30 Minuten in einer H2O2-
Lösung (3 % H2O2 in TBS (Tris-buffered saline)) inkubiert. Auf Spülung in TBS folgte eine 
30-minütige Inkubationsphase mit dem gegen Ki-67 gerichteten Primärantikörper 
(polyklonales Kaninchen anti-human IgG; 1:00 in TBS mit 10 % Humanserum). Die 
Hodenschnitte wurden in TBS gewaschen, bevor sie 30 Minuten lang mit dem 
Sekundärantikörper (polyklonales HRP-konjugiertes Ziege anti-Kaninchen IgG; 1:50 in TBS 
mit 10 % Humanserum) inkubiert wurden. Nach erneuter Spülung in TBS erfolgte die 30-
minütige Inkubation mit dem Tertiärantikörper (polyklonales HRP-konjugiertes Kaninchen 
anti-Ziege IgG; 1:50 in TBS mit 10 % Humanserum). Die Visualisierung des Signals erfolgte 
mithilfe des chromogenen Substrates DAB (SIGMAFAST™ 3,3´-Diaminobenzidin-
Entwicklertabletten in 1 ml Aqua bidest), das 20 Minuten auf die Schnitte einwirken konnte. 
Die Farbreaktion wurde in Leitungswasser gestoppt und die Hodenschnitte anschließend in 
Hämalaun für ca. fünf Minuten gegengefärbt. Abschließend wurden auch die gegen Ki-67 
gefärbten Hodenschnitte mit Deckgläschen eingedeckt.  
Die zur Verfügung stehenden Hoden der Versuchstiere t ilten sich wie folgt auf die 
Behandlungsgruppen auf: nC = 11, nEDEX = 10 und nLDEX = 10. In die Auswertung der 
immunhistochemischen Färbungen für ARO, 3βHSD2, 17βHSD7, SRD5A1, SRD5A2, AR, 
ERα, ERβ, RLN, INSL3, RXFP1 und RXFP2 wurden pro Behandlungsgruppe die Hoden von 
jeweils mindestens sieben verschiedenen Tieren einbezogen. Für Ki-67 und Ras wurden pro 
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Behandlungsgruppe die Hoden von wenigstens vier Tieen untersucht, nLDEX für Ki-67 
enthielt drei Tiere.  
Tabelle 3.2: Für die Immunhistochemie verwendete Antikörper mit Spezifizierung, Vorbehandlung und 
angewandten Konzentrationen  
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3.2 Versuchsteil II – in vivo DEX F2/DEX F3 
 
3.2.1 Herkunft der Weißbüschelaffen 
Die im Versuchsteil II – in vivo DEX F2/DEX F3 untersuchten Weißbüschelaffen stammen 
alle von den Muttertieren ab, die Bestandteil des am DPZ durchgeführten Tierversuches 
waren (siehe Kap. 3.1.1, S. 27). Dabei ist es wichtig festzuhalten, dass von allen für die 
vorliegende Arbeit relevanten Weißbüschelaffen einzig die Weibchen der Parentalgeneration 
im DPZ im Rahmen des beschriebenen Tierversuches mit DEX bzw. einem Placebo 
behandelt wurden. Alle übrigen Tiere werden zum besseren Verständnis daher unabhängig 
von einer Zugehörigkeit in die Kontrollgruppen zu DEX F1, DEX F2 oder DEX F3 als 
„unbehandelt“ bezeichnet.  
Die weiblichen Nachkommen (DEX F1) der Versuchsgruppe EDEX wurden vom DPZ in 
Göttingen nach Leipzig überführt. Diese Weibchen, die allein während ihrer eigenen 
intrauterinen Entwicklung DEX ausgesetzt gewesen waren, wurden mit unbehandelten 
Männchen verpaart. Daraus resultierte die im Folgenden als DEX F2 benannte Generation 
(♂: n = 2). Weibchen der DEX F2 wurden wiederum mit unbehandelten Männchen verpaart 
und somit eine im Folgenden DEX F3 genannte Generation (♂: n = 5) gezüchtet (siehe 
Abbildung 3.1:, S. 33). Die Kontrollgruppe C besteht aus einem Pool von 21 männlichen 
Weißbüschelaffen, die entweder Nachkommen der Kontrollgruppe der DEX-Zucht sind oder 
aber unabhängig vom Versuchsdesign des DPZ gezüchtet wurden. Weder die Tiere der 
Kontrollgruppe noch deren Vorfahren wurden während der intrauterinen Entwicklung mit 
DEX behandelt. Für die einzelnen Versuche des Versuchsteils II wurde die Größe der 
Kontrollgruppe jeweils so groß wie möglich gewählt, es sind jedoch jeweils mindestens elf 
Tiere enthalten. Da sowohl Pubertät als auch Hodenreifu g und körperliche sowie 
endokrinologische Entwicklung männlicher Weißbüschelaff n mit etwa 20 Monaten 
abgeschlossen sind (JACKSON und EDMUNDS 1984; ABBOTT und HEARN 1978), 
wurden alle Tiere ab einem Alter von 20 Monaten in die Untersuchung mit eingeschlossen. 
Die obere Altersgrenze betrug 159 Monate. 





Abbildung 3.1: Zuchtschema der Weißbüschelaffen im DPZ in Göttingen (rot hinterlegt) und nachfolgend im 
VPCI in Leipzig (blau hinterlegt); Glucocorticoid-Gabe im roten Kasten; ♂ DEX F1 und ♂ DEX F2/F3 wurden im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet (fett hervorgehoben). 
 
3.2.2 Haltung der Weißbüschelaffen 
Die Männchen, an denen der im Kapitel 3.2 (S. 32ff.) beschriebene Versuchsteil der 
vorliegenden Arbeit durchgeführt wurde, wurden im VPCI gehalten. Die Haltung sowie alle 
an den Weißbüschelaffen in Leipzig durchgeführten Tierversuche wurden unter der Nummer 
TVV 68/12 von der Landesdirektion Sachsen als zuständige Behörde genehmigt.  
Alle verwendeten Weißbüschelaffen wurden unter standardisierten Bedingungen (25 °C 
Raumtemperatur, 40–60 % Luftfeuchtigkeit, 12 h Tag/Nacht-Rhythmus) jeweils in Paaren 
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3.2.3 Bestimmung der Hodengrößen und des Körpergewichtes 
Die Hoden der männlichen Weißbüschelaffen wurden am wachen und unsedierten Tier mit 
einem Messschieber (Fa. Holex ®) ausgemessen (siehe Abbildung 3.2). Dazu wurden beide 
Hoden nacheinander aus dem Skrotum in die Leistengegend geschoben und jeweils die 
Längsachse und der Querdurchmesser bestimmt. Die Sch nkel der Schieblehre wurden dabei 
leicht auf die Haut über den Hoden aufgedrückt, soda s die Dicke der Haut zu 
vernachlässigen war. In die Untersuchung wurden alle Männchen ab einem Alter von 
20 Monaten eingeschlossen, da davon auszugehen ist, dass in diesem Alter die Entwicklung 
der Hoden abgeschlossen ist und das Körpergewicht einen relativ stabilen Wert erreicht hat.  
  
Abbildung 3.2: Messung der Längsachse des 
rechten Hodens im Inguinalbereich mit der 
Schieblehre am unsedierten 
Weißbüschelaffen 
 
Die Hoden der Weißbüschelaffen haben nahezu die Form eines Ellipsoids. Daher wurde die 
mathematische Formel 4/3*π*a*b*c für das Volumen eines Ellipsoids angewandt, um das 
Volumen eines Hodens zu berechnen. Da die Strecke a der halben Länge L des Hodens und 
die Strecken b und c jeweils der halben Breite B des Hodens entsprechen, wurde die Formel 
wie folgt angepasst: 1/6*π L*B² (ABBOTT und HEARN 1978).  
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Da der Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung für die Verteilung der Gewichte der 
Weißbüschelaffen im Winter (KW 49–51) eine exakte Signifikanz (2-seitig) von 0,077 
aufwies, wurden in der Folge nur statistische Tests für nicht normalverteilte Daten verwendet. 
Median / 1. Quartil / 3. Quartil der Gewichte der Weißbüschelaffen betrug im Frühling 
(KW 19) 399 g / 369,5 g / 414 g, im Sommer (KW 32) 87 g / 374 g / 417,5 g und im Winter 
(KW 49-51) 395 g / 381 g / 429 g. Der Vergleich derStichproben mittels Friedmann-Test für 
mehr als zwei verbundene Stichproben bei nicht normalverteilten Daten ergab eine exakte 
Signifikanz von 0,127. Die Gewichte der Weißbüschelaff n zu den drei Messzeitpunkten 
unterscheiden sich also nicht signifikant voneinander, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 
α = 0,05.  
 
3.2.4 Blutentnahmen und Hormonbestimmungen mittels ELISA 
Die Blutentnahme bei den Weißbüschelaffen erfolgte grundsätzlich aus der Vena femoralis. 
Dafür wurde der betreffende Affe von einer mit einem Lederhandschuh geschützten Person 
mit einer Hand unterhalb des Schultergürtels fixiert. Für die Blutentnahme wurden mit 
Heparin-Natrium (Fa. B. Braun) gespülte Omnifix®-F eindosierungsspritzen (1 ml) 
(Fa. B. Braun) in Verbindung mit Neoject 26G-Einmalkanülen (Fa. Dispomed Witt) 
verwendet. Die Punktion erfolgte im Schenkelspalt. Unmittelbar nach der Blutentnahme 
erhielt jeder Weißbüschelaffe 0,5 ml einer oralen Eisensubstitutionslösung (Ferrum 
Hausmann, 50 mg Eisen/5 ml Sirup, Fa. Vifor Pharma Deutschland GmbH).  
Das gewonnene Vollblut wurde mit der Zentrifuge Megafu e 1.0R (Fa. Heraeus) mit 
4.000 Umdrehungen pro Minute für 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wurde 
der aus dem Blutplasma bestehende Überstand abpipettiert und in 1 ml-Eppendorf-Gefäßen 
bei -20 °C eingefroren. 
In Vorbereitung auf die Analyse von Testosteron und Östradiol wurden die eingefrorenen 
Plasmaproben im Kühlschrank aufgetaut und extrahiert: 60 µl Blutplasma wurden mit jeweils 
1,2 ml Diethylether in einem Assayröhrchen aus Glas versetzt. Nach einem kurzen 
Mischvorgang auf dem Vortexmischer wurden die Proben w itgehend luftdicht verpackt und 
30 Minuten lang bei Raumtemperatur geschüttelt (300 1/min). Anschließend wurden die mit 
Diethylether vermischten Proben für zwei Stunden bei -25 °C eingefroren, bis nur noch der 
Ether-Überstand in der flüssigen Phase vorlag. Dieser flüssige Überstand wurde daraufhin in 
Assayröhrchen aus Glas abgegossen und 20 Minuten lang bei 30 °C bei Unterdruck 
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verdampft. Die Probenextrakte wurden bis zur Analyse bei -20 °C eingefroren. Für die 
Bestimmung von Testosteron und Östradiol aus ein und derselben Probe wurde nur eine 
Extraktion durchgeführt und Aliquots des aufgenommenen Extraktes wurden in dem 
jeweiligen ELISA (Assayvorschrift siehe Anhang, Abbildung 9.1) verwendet.  
 
3.2.5 Penile Vibrostimulation 
Die Spermagewinnung mittels Peniler Vibrostimulation (PVS) erfolgte auf Grundlage der 
Erstbeschreibung durch Küderling et al. (2000). In ei er ruhigen Umgebung fixierte eine 
Person den Affen mit einer Hand unterhalb des Schultergürtels, sodass sich der 
Weißbüschelaffe mit seinen Füßen auf dem Oberschenkel des Halters abstützen konnte. Im 
Anschluss wurde der Genitalbereich mit trockenem Zellstoff gereinigt. Zur Vibrostimulation 
wurde ein FERTI CARE® personal Vibrator (Fa. Multicept) mit einem individuell gefertigten 
Aufsatz verwendet. Der Aufsatz enthielt einen Adapter, in den ein Verex Vial Glaseinsatz mit 
5 mm Durchmesser (Fa. Phenomenex) eingespannt werden konnte. Die Öffnung des 
vibrierenden Glaszylinders wurde an den Genitalbereich gehalten, sodass das Präputium 
sowie die Glans penis des vorverlagerten Penis leicht berührt wurden. Das Ej kulat wurde 
direkt im Glaszylinder aufgefangen. Während der PVS wurde eine Belohnung oral 
verabreicht (Gummi arabicum). Bei jedem Männchen wurde ein frischer Verex Vial 
Glaseinsatz verwendet und die Stimulation mit einer Frequenz von 70 Hz und einer 
Amplitude von 1 mm begonnen. Je nach individueller R aktion des Tieres wurden Frequenz 
und Amplitude in mehreren Stufen auf maximal 90 Hz und 2 mm gesteigert. Die PVS wurde 
abgebrochen, wenn das entsprechende Männchen unkooperativ war bzw. wenn nach maximal 
10 Minuten weder Friktionsbewegungen erkennbar waren noch eine Ejakulation erfolgte.  
Das gewonnene Ejakulat wurde sofort mit 100 µl körperwarmem Medium 199 (M199, 
Fa. Sigma-Aldrich) versetzt, um eine Agglutination zu minimieren. Das in M199 verdünnte 
Ejakulat wurde in ein PCR-Tube (Fa. Treff AG) überführt und davon das Volumen bestimmt. 
Anschließend wurde der Probe noch eine individuelle Menge M199 hinzugefügt, um die 
nächste Verdünnungsstufe zu erreichen, und dann bis zur CASA-Analyse im Wasserbad bei 
ca. 37 °C gelagert. Die CASA-Analyse erfolgte mithilfe der Software AndroVision® 
(Fa. MINITÜB GmbH). Die für die Analyse der Ejakulate in der Software eingestellten 
Parameter sind im Anhang zu finden. 
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Die Proben wurden vor der CASA-Analyse zehn Minuten lang bei 38 °C akklimatisiert. Die 
Messung, die in der Regel ca. 1–1,5 h nach der Probengewinnung erfolgte, erfolgte mit Hilfe 
von 20 µm hohen Zählkammern (Fa. Leja®). Je Probe wurden zehn verschiedene 
Gesichtsfelder analysiert und jeweils das arithmetische Mittel für die folgenden Parameter 
errechnet: Spermienkonzentration, Gesamtmotilität, Anteil progressiv motiler und Anteil 
immotiler Spermien. Des Weiteren wurde aus der Ejakulatmenge in Verbindung mit der 
Konzentration die absolute Spermienzahl errechnet. 
 
3.3 Statistische Auswertung 
 
Die jeweiligen CT-Werte der qPCR-Läufe wurden mithilfe der Corbett Software Version 
1.7.34 bestimmt: Sie liegen bei dem Zykluswert, dem 20 % des Maximums der zweiten 
Ableitung der Fluoreszenzkurve zugeordnet werden kann. Die Effizienz der PCR-Reaktionen 
lag im Mittel jeweils zwischen 1,72 und 1,93. Pro Tier und Gen wurden drei qPCR-Läufe 
durchgeführt, wobei die Proben in Doppelbestimmungen eingesetzt wurden. Für die Effizienz 
wurde das arithmetische Mittel der drei qPCR-Läufe berechnet. Der CT-Wert eines Tieres für 
ein bestimmtes Gen wurde aus dem geometrischen Mittel der Wiederholungsläufe bestimmt.  
Die Auswertung erfolgte im Weiteren mit der Software REST 2009 (PFAFFL 2001; PFAFFL 
et al. 2002; VANDESOMPELE et al. 2002). Dieses Computerprogramm normalisiert die 
qPCR-Daten mit dem geometrischen Mittel der hier als Referenzgene verwendeten 
Haushaltsgene CLTCL1 (Clathrin heavy chain like 1) und EEF2 (Eukaryotic elongation 
factor 2). Nach Eingabe und Korrektur auf die tatsächliche Effizienz der qPCR-Reaktion, 
nutzt REST 2009 Bootstrapping-Verfahren mit einer Randomisierungsanzahl von n = 10.000. 
Das Ergebnis ist eine relative Expression im Vergleich zu C, die mit Standardfehler, 
95 %-Konfidenzintervall und einem p für den Hypothesentest P(H1) angegeben wird. 
Testergebnisse unterhalb einer Irrtumswahrscheinlichkeit α = 0,05 wurden als signifikant 
bezeichnet. Zusätzlich wurden die Daten im Whisker-Box Plot veranschaulicht, wobei der 
untere „Whisker“ den Minimalwert, das untere Box-Ende das Quartil 1, die gestrichelte Linie 
in der Box den Median, das obere Box-Ende das Quartil 3 und der obere „Whisker“ den 
Maximalwert abbilden. 
Zur Überprüfung der zentralen Tendenz der durch REST 2009 angegebenen Mediane wurde 
unabhängig davon die relative Expression nach einem effizienzkorrigierten mathematischen 
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Für jede Behandlungsgruppe wurde das arithmetische Mittel der CT-Werte der jeweils 
untersuchten Hoden bestimmt und im Weiteren verwendet. Die Normalisierung der 
Ergebnisse der qPCR erfolgte auch hier anhand der zw i parallel bestimmten Haushaltsgene 
CLTCL1 und EEF2 (= Referenzgene).  
Für die Auswertung der immunhistochemischen Färbungen (vgl. Kap. 4.1.2, S. 44 ff.) wurden 
nach GROHMANN et al. (2012) pro Weißbüschelaffe zehn Objektfelder in einer 200-fachen 
Vergrößerung beurteilt und bezüglich des Anteils an positiv gefärbten Zellen wie folgt 
eingeteilt: negativ (-), schwaches Signal (+), moderates Signal (++) oder starkes Signal (+++). 
Eine Zelle wurde als positiv gezählt, wenn – je nach evaluiertem Protein – eine deutliche 
Färbung im Zellkern bzw. Zytoplasma sichtbar war. Folgend wurde das arithmetische Mittel 
über alle evaluierten Hodenschnitte jeweils einer Versuchsgruppe (EDEX, LDEX, C) 
ermittelt. Im speziellen Fall der Färbung gegen das nukleäre Antigen Ki-67 wurden 
mindestens 2.300 Zellen des Keimepithels der Tubuli seminiferi jeder Behandlungsgruppe 
gezählt und der Anteil positiver Zellkerne wie folgt in die allgemeine Skala eingepasst:   
0 % (-), 1–33% (+), 34–67 % (++), 68–100 % (+++). 
Die statistische Auswertung der Ergebnisse des Versuchsteils II – in vivo DEX F2/F3 (siehe 
Kap. 4.2, S. 49 ff.) erfolgte durchgehend mit dem Softwarepaket IBM SPSS Statistics 
Version 22 unter Verwendung der in Microsoft Excel eingetragenen Daten. Alle vorliegenden 
Datensätze wurden zu Beginn mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test (bei α* = 0,4) und einer 
visuellen Kontrolle anhand von Histogrammen auf Normalverteilung hin überprüft. Da keines 
der vorliegenden Datensets durchgängig normalverteilt  Daten aufwies, wurden im Weiteren 
ausschließlich nicht-parametrische Tests verwendet. Di s steht im Einklang mit den geringen 
Gruppengrößen. Die Deskription der Daten erfolgte durch Median mit 25%-Quantil 
(1. Quartil = Q1) und 75%-Quantil (3. Quartil = Q3) als Streuungsmaße inklusive Minimum 
und Maximum. War die Gruppengröße n ≤ 4, so wurde nur der Median mit Minimum und 
Maximum angegeben. Bei der Darstellung von Boxplots stellt der Median das Maß der 
zentralen Tendenz dar. Das untere und obere Ende der Box bilden das 1. bzw. 3. Quartil ab, 
TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
39 
 
sodass die mittleren 50 % der Werte innerhalb der Box liegen. Die Länge der Whisker beträgt 
maximal 1,5 Interquartilsabstände nach unten und oben. Ausreißer wurden mit einem Kreis 
kenntlich gemacht und liegen außerhalb der Whisker, jedoch maximal 3 Interquartilsabstände 
außerhalb der Box. Extremwerte darunter bzw. darüber traten in den vorliegenden Daten nicht 
auf. Soweit nicht anders angegeben, wurden Testergebnisse unterhalb einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit α = 0,05 als signifikant bezeichnet.  
Aufgrund teilweise nicht unerheblicher Unterschiede s Körpergewichtes zwischen den 
Individuen (Streuung 321 g bis 518 g) wurde neben dm absoluten Hodenvolumen des 
Weiteren das Volumen der Hoden auf je 1 kg Weißbüschelaffe bezogen. Da in der Kolonie 
ein Gewicht pro Woche dokumentiert wird, wurde für die Berechnung des relativen 
Hodenvolumens eines Tieres der Median aller dokumentierten Messungen in einem Zeitraum 
von jeweils vier Wochen vor und nach der Versuchswoche verwendet. Diese Werte wurden 
auch für die Darstellung der Gewichtsstruktur der Kolonie genutzt. Für den Vergleich der 
absoluten und relativen Hodenvolumina zwischen den rei verschiedenen Messzeitpunkten 
im Jahr wurde der Friedman-Test als Rangtest zur Messw rtwiederholung bei nicht 
normalverteilten Daten angewendet.  
Für die Erhebung der Daten der Ejakulatanalyse (vgl. Kap. 4.2.3, S. 53) wurden pro Tier 
(n = 13) drei Ejakulate gewonnen und der Median für die einzelnen Parameter gebildet. Von 
drei Individuen konnte nur jeweils ein Ejakulat gewonnen werden. Aus diesen Medianen bzw. 
Einzelwerten wurden die Lageparameter mit Median, Q1 3, Maximum und Minimum 
ermittelt. In den Ergebnissen zur Erfolgsrate der PVS sind folgerichtig auch die Affen 
eingeschlossen, von denen kein verwertbares Ejakulat gewonnen werden konnte. Für den 
Vergleich der mittleren Lage zwischen DEX F2/F3 und C sowie zwischen den Altersgruppen 
wurde der Mann-Whitney-U-Test für unabhängige und nicht normalverteilte Stichproben 
angewendet. 
Die Weißbüschelaffen wurden in eine jung adulte (< 45 Monate), eine adulte (45–96 Monate) 
und eine senile (> 96 Monate) Altersgruppe eingeteilt. Für die Evaluation der Spermiendaten 
war in der jung adulten Gruppe n = 5, für die adulte Gruppe n = 8 und für die senile Gruppe 
n = 4. Zu den Testostosteronmessungen trugen aus der jung adulten Gruppe n = 6, aus der 
adulten Gruppe n = 11 und aus der senilen Gruppe n = 5 bei.  
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Lineare Korrelationen wurden durch Berechnung des Parson-Korrelations-Koeffizienten 
überprüft. Zusätzlich wurde eine Korrelation durch lineare, quadratische und kubische 







4.1 Versuchsteil I – ex vivo Hoden DEX F1 
 
Der Versuchsteil I beinhaltet die Analyse der Hoden r F1-Generation. Die Proben wurden 
mittels qPCR hinsichtlich der Transkription und immunhistochemisch hinsichtlich der 
Proteinexpression derselben Gene untersucht. Die Analyse umfasste die an der 
Steroidbiosynthese beteiligten Enzyme SRD5A1, SRD5A2, RO und 17βHSD7, die 
Steroidrezeptoren AR, ERα und ERβ, die Hormone des Relaxinsystems RLN und INSL3 und 
ihre Rezeptoren RXFP1 und RXFP2, die Proliferationsmarker Ki-67, Ras und pRB sowie die 
mRNA-Transkripte der jeweils entsprechenden Gene.  
 
4.1.1 qPCR der Hoden der F1 
Die Ergebnisse der Untersuchung der Hoden der F1 mittels qPCR sind in Tabelle 4.1 (S. 42) 
zu finden. Die gegen CLTCL1 und EEF2 normalisierten Daten zeigen statistisch signifikant, 
dass in EDEX im Vergleich zur Kontrollgruppe für SRD5A1 die 1,757-fache, für SRD5A2 
die 1,710-fache und für Ki-67 die 1,289-fache Menge an mRNA vorhanden ist. In den 
übrigen untersuchten Transkripten für EDEX sowie in allen Untersuchungen zu LDEX gab es 
keine signifikante Zu- oder Abnahme. Zur Veranschaulich ng werden die Daten in einem 
Boxplot für EDEX (siehe Abbildung 4.1, S. 43) und einem für LDEX (siehe Abbildung 4.2, 





Tabelle 4.1: Ergebnisse der qPCR, normalisiert auf CLTCL1 und EEF2. In der oberen Tabellenhälfte sind die 
Ergebnisse für EDEX bzgl. C und in der unteren Tabellenhälfte die Ergebnisse für LDEX bzgl. C abgebildet. Die 
relative Expression beschreibt jeweils das x-Fache der Expression in der Kontrollgruppe C – der von der 
Software REST 2009 ausgegebene Wert (dritte Spalte) wurde nach einem effizienzkorrigierten mathematischen 
Modell von PFAFFL (2001) überprüft (letzte Spalte). Transkripte mit signifikant von C abweichender Expression 























ARO 1,87 1,124 0,817 - 1,535 0,572 - 1,946 0,347 1,108 
17ßHSD7 1,89 1,154 0,593 - 2,171 0,385 - 3,472 0,514 1,131 
SRD5A1 1,88 1,757 0,964 - 3,061 0,571 - 4,388 0,022 1,727 
SRD5A2 1,72 1,710 1,018 - 2,831 0,622 - 3,563 0,013 1,689 
AR 1,88 1,070 0,730 - 1,748 0,456 - 2,093 0,680 1,056 
ERα 1,87 1,027 0,397 - 2,396 0,132 - 4,296 0,943 1,013 
ERβ 1,92 0,796 0,439 - 1,488 0,299 - 2,974 0,336 0,785 
RLN2 1,76 1,340 0,902 - 1,963 0,723 - 3,214 0,070 1,315 
INSL3 1,93 1,112 0,452 - 2,825 0,281 - 12,300 0,795 1,104 
RXFP1 1,81 1,152 0,622 - 2,042 0,378 - 2,877 0,479 1,136 
Ki-67 1,76 1,289 0,946 - 1,742 0,694 - 2,365 0,044 1,270 






ARO 1,87 0,922 0,677 - 1,279 0,443 - 1,565 0,491 0,927 
17ßHSD7 1,89 1,036 0,528 - 2,238 0,332 - 4,771 0,882 1,039 
SRD5A1 1,88 0,956 0,505 - 1,902 0,342 - 3,080 0,842 0,956 
SRD5A2 1,72 1,052 0,674 - 1,729 0,341 - 2,172 0,770 1,056 
AR 1,88 0,963 0,592 - 1,509 0,446 - 2,378 0,816 0,966 
ERα 1,87 0,771 0,342 - 1,750 0,089 - 4,374 0,479 0,772 
ERβ 1,92 0,930 0,509 - 1,663 0,352 - 3,306 0,754 0,933 
RLN2 1,76 0,912 0,648 - 1,322 0,395 - 1,876 0,503 0,912 
INSL3 1,93 0,540 0,158 - 1,513 0,068 - 2,943 0,112 0,545 
RXFP1 1,81 0,960 0,541 - 1,684 0,325 - 2,473 0,843 0,959 
Ki-67 1,76 0,956 0,744 - 1,231 0,602 - 1,609 0,640 0,962 







Abbildung 4.1: Transkriptionsrate der mittels qPCR untersuchten Gene der Behandlungsgruppe EDEX in Bezug 
auf C nach Normalisierung auf CLTCL1 und EEF2. Gene mit signifikantem Unterschied der Transkriptionsrate 
zwischen LDEX und C sind mit * gekennzeichnet. 
 
 
Abbildung 4.2: Transkriptionsrate der mittels qPCR untersuchten Gene der Behandlungsgruppe LDEX in Bezug 
auf C nach Normalisierung auf CLTCL1 und EEF2. Gene mit signifikantem Unterschied der Transkriptionsrate 

































































4.1.2 Immunhistochemie der Hoden der DEX F1 
Zusätzlich zur qPCR wurden die Hoden der DEX F1-Generation immunhistochemisch 
untersucht. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen in Bezug auf die 
Expression von 3βHSD2, SRD5A1, SRD5A2, ARO, 17βHSD7, AR, ERα, ERβ, RLN, 
INSL3, RXFP1, RXFP2, Ras und Ki-67 sind im Folgenden argestellt.  
 
4.1.2.1 Enzyme der Steroidbiosynthese 
Die testikuläre Steroidbiosynthese findet in den Leydig-Zellen statt (TREMBLAY et al. 
2009), wo das Enzym 3βHSD2 wahrscheinlich überwiegend in der inneren 
Mitochondrienmembran lokalisiert ist (MILLER 2013; PELLETIER et al. 2001). Die übrigen 
Reaktionen, die von den im Folgenden präsentierten Enzymen SRD5A1, SRD5A2, ARO und 
17βHSD7 katalysiert werden, finden alle im endoplasmatischen Retikulum der Leydig-Zellen 
statt.  
Der Antikörper gegen die 3βHSD wurde verwendet, da dieses Enzym eine 3β-
Hydroxysteroid-Dehydrogenierung mit anschließender Δ5-Δ4-Isomerisierung katalysiert, was 
sowohl für den bei Weißbüschelaffen dominierenden Δ4-Syntheseweg als auch den 
alternativen Δ5-Syntheseweg von Δ4-Androstendion aus Pregnenolon essentiell ist. Fehlt die 
3βHSD, so kann keine Steroidbiosynthese stattfinden. Da der Typ 2 der humanen 3βHSD im 
Hoden vorkommt, wurde ein gegen dieses Isoenzym gericht ter Antikörper verwendet. Das 
immunhistochemische Signal des Enzyms 3βHSD2 fand sich im Zytoplasma der Leydig-
Zellen, ohne eine unterschiedliche Intensität (+) zwischen C, EDEX und LDEX aufzuweisen.  
Da über die Expression von 5α-Reduktasen im Hoden des Weißbüschelaffen noch nichts 
bekannt ist, diese jedoch eine wichtige Funktion in der Mediation des Androgensignals 
besitzen, wurden SRD5A1 und SRD5A2 in die Untersuchung eingeschlossen. Die 
immunhistochemische Färbung mit Antikörpern gegen das Enzym SRD5A1 ergab keine 
Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen C, EDEX und LDEX. Die Untersuchungen 
zeigten jeweils eine moderate Expression (++) der Proteine. Das Signal war ausschließlich im 
Zytoplasma der Leydig-Zellen lokalisiert (siehe Abbildung 4.3, S. 45). Die Untersuchung der 
Hoden der F1-Generation hinsichtlich SRD5A2 ergab ein moderates Signal (++) in C. Im 
Gegensatz dazu zeigten die Hodenschnitte in EDEX und LDEX jeweils ein starkes 
Signal (+++) für SRD5A2. Neben der hauptsächlichen Lokalisation des Farbsignals im 




mit einem zytoplasmatischen Signal – unabhängig von der Versuchsgruppe oder der Stärke 
des Signals in den Leydig-Zellen (siehe Abbildung 4.3).  
Da ARO Testosteron zu Östradiol umsetzt, spielt es eine Schlüsselrolle in der Determinierung 
des Verhältnisses der lokal vorliegenden Sexualsteroidhormone. ARO war hauptsächlich im 
Zytoplasma der Leydig-Zellen exprimiert, teilweise n Keimzellen und sporadisch in Sertoli-
Zellen, womit bisherige Untersuchungen bestätigt werden konnten. Die Färbung zeigte 
sowohl in C als auch in EDEX und LDEX eine ähnliche Intensität (+). 
Die 17βHSD7 sorgt durch die Umsetzung von Östron zu Östradiol für eine Aktivierung der 
Östrogene. Dadurch bestimmt sie maßgeblich die Aktivitä  der im Hoden vorliegenden 
Östrogene mit. Das immunhistochemische Signal des Enzyms 17βHSD7 fand sich im 
Zytoplasma der Leydig-Zellen, ohne eine unterschiedliche Intensität (+) zwischen C, EDEX 
und LDEX aufzuweisen. In den Zellen des Keimepithels war kein Signal sichtbar.  
 
Abbildung 4.3: Immunhistochemische Untersuchungen an Hoden von Weißbüschelaffen: hellrotes Signal des 
Enzyms SRD5A1 im Zytoplasma der Leydig-Zellen (a, b, c), vergleichbare Intensität (++) in C, EDEX und LDEX; 
dunkelrotes Signal des Enzyms SRD5A2 hier nur sichtbar im Zytoplasma der Leydig-Zellen (d, e, f), moderate 
Intensität (++) in C, vergleichbar starke Intensität (+++) in EDEX und LDEX;  



















Der Nachweis des AR in den Hodenschnitten gibt Aufschluss darüber, in welchen Zellen 
Testosteron und Dihydrotestosteron ihre Wirkung entfalten können. Die 
immunhistochemische Analyse des AR ergab ein nukleäres Signal in Sertoli-Zellen und 
Keimzellen, das sowohl in LDEX (+) als auch in EDEX (+) vergleichbar mit C (+) ausgeprägt 
war.  
Analog zum AR zeigt die Verteilung der Östrogenrezeptoren mögliche Effektorzellen der 
Östrogene an. In der vorliegenden immunhistochemischen Untersuchung der Hoden von 
Weißbüschelaffen konnte ERα in den Zellkernen von Sertoli-Zellen und Keimzellen 
nachgewiesen werden. Das Signal war in beiden DEX-Gruppen (+) ähnlich stark ausgeprägt 
wie in C (+). Im Gegensatz dazu ist ERβ beim Weißbüschelaffen bereits in Leydig-Zellen, 
Sertoli-Zellen, vielen verschiedenen Keimzellstadien und peritubulären Myoidzellen 
nachgewiesen worden. In der vorliegenden Studie zeigte ausschließlich das Zytoplasma der 
Leydig-Zellen ein überwiegend perinukleäres Signal. Dabei gab es keine Unterschiede im 
Auftreten des Signals zwischen den drei Versuchsgruppen C, EDEX und LDEX. Die 
Untersuchungen zeigten jeweils eine moderate Expression (++) des ERβ.  
 
4.1.2.3 Relaxinsystem 
Das Relaxinsystem wurde aufgrund seiner pleomorphen B einflussungsmöglichkeiten der 
männlichen Reproduktion untersucht. Sowohl RLN und sein Rezeptor RXFP1 als auch 
INSL3 und sein Rezeptor RXFP2 waren ausschließlich zytoplasmatisch in Leydig-Zellen mit 




Das nukleäre Protein Ki-67 ist ein unspezifischer Marker für alle proliferierenden Zellen, 
während Ras bereits konkret mit Keimzelltumoren in Verbindung gebracht wurde (ROELOFS 
et al. 2000; SHUIN et al. 1994).  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte Ki-67 hauptsächlich in den Zellkernen der 
Keimzellen nachgewiesen werden, sporadisch auch in Leydig-Zellkernen. Der Anteil positiv 




LDEX und zeigte somit keine Unterschiede zwischen EDEX, LDEX und C (siehe Abbildung 
4.4).  
 
Abbildung 4.4: Immunhistochemische Untersuchungen an Hoden von Weißbüschelaffen: braunes Signal des 
Proteins Ki-67 in Zellkernen der Keim-Zellen, vergleichbare Intensität (+) in C, EDEX und LDEX;  
Kontrollgruppe (links), EDEX (mittig), LDEX (rechts) 
 
Die immunhistochemische Färbung der Hoden gegen den Proliferationsmarker Ras ergab ein 
nukleäres Signal in Keimzellen, Sertoli- und Leydig-Zellen. Die Stärke des Signals 
unterschied sich dabei nicht zwischen den Gruppen EDEX, LDEX und C (jeweils +).  
Das ubiquitär vorkommende pRB ermöglicht eine für Kontrollvorgänge und Regeneration 
benötigte Ruhephase im Zellzyklus. Ein Fehlen oder ein Defekt von pRB hätte eine 
unkontrollierte Proliferation zur Folge. Bei der Auswertung von pRB zeigte jedoch von 
mehreren getesteten nur ein Antikörper (c-term) ein S gnal, das sich ausschließlich im 
Zytoplasma der Leydig-Zellen fand. In diesem Zusammenhang wurde die Spezifität des 
Antikörpers an Mäusehoden getestet, wobei ein nukleäres Signal in Leydig-, Sertoli- und 
Keimzellen detektiert werden konnte. Die anderen beiden getesteten, gegen PSer780 bzw. 
PSer795 gerichteten pRB-Antikörper erzeugten in den Schnitten der Weißbüschelaffenhoden 
kein Signal. Diese Ergebnisse lassen weder eine beschreibende noch eine vergleichende 
Interpretation des detektierten Signals zu. 
 
4.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse des Versuchsteils I – ex vivo DEX F1 
Zusammenfassend ist zu den Ergebnissen der Untersuchungen an den Hoden der DEX F1 auf 
Gen- und Proteinebene Folgendes festzustellen: Mittels qPCR konnte ein erhöhtes 








Kontrollgruppe gemessen werden. Alle übrigen untersuchten Transkripte zeigten keine 
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen. In den immunhistochemischen Färbungen 
konnten alle untersuchten an der Steroidbiosynthese b t iligten Enzyme im Zytoplasma der 
Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Zusätzlich fand sich für SRD5A2 vereinzelt ein 
zytoplasmatisches Signal in Sertoli-Zellen, und ARO wurde darüber hinaus in Keim- und 
Sertoli-Zellen exprimiert. Die Steroidrezeptoren AR und ERα konnten in den Zellkernen von 
Sertoli- und Keimzellen, ERβ jedoch ausschließlich im Zytoplasma von Leydig-Zellen 
perinukleär nachgewiesen werden. Die dem Relaxinsystem angehörenden Proteine RLN und 
INSL3 sowie ihre spezifischen Rezeptoren RXFP1 und RXFP2 zeigten allesamt 
ausschließlich zytoplasmatisch in Leyig-Zellen ein Signal. Ein Nachweis der 
Proliferationsfaktoren Ki-67 und Ras gelang jeweils nukleär in Keimzellen und Leydig-
Zellen. Ras konnte darüber hinaus auch im Kern von Sertoli-Zellen nachgewiesen werden. 
Lediglich SRD5A2 zeigte jeweils ein stärkeres Signal i  EDEX und LDEX im Vergleich zu 
C. Für alle anderen untersuchten Proteine konnten ki e Unterschiede zwischen den 
Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Einen Überblick über die Ergebnisse der 
immunhistochemischen Untersuchungen zeigt Tabelle 4.2. 
 
Tabelle 4.2: Expressionsstärke der mittels IHC untersuchten Proteine im Hoden von Weißbüschelaffen;  
Negativ (-), schwaches Signal (+), moderates Signal (++), starkes Signal (+++); Proteine, deren Epressionsstärke 
zwischen den Behandlungsgruppen differiert sind fett dargestellt.  
Klassifizierung Protein C EDEX LDEX 
Enzyme der 
Steroidbiosynthese 
3βHSD2 + + + 
SRD5A1 ++ ++ ++ 
SRD5A2 ++ +++ +++ 
ARO + + + 
17βHSD7 + + + 
Steroidrezeptoren 
AR + + + 
ERα + + + 
ERβ ++ ++ ++ 
Relaxinsystem 
RLN + + + 
INSL3 + + + 
RXFP1 + + + 
RXFP2 + + + 
Proliferations-
marker 
Ki-67 + + + 






4.2 Versuchsteil II – in vivo DEX F2/F3 
 
Der Versuchsteil II beinhaltet die Analyse ausgewählter Parameter der 
Reproduktionsfähigkeit an den Männchen der DEX F2- und der DEX F3-Generation. Hierfür 
wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten im Jahr die Hodengrößen gemessen: im Frühling 
(KW 19), im Sommer (KW 32) und im Winter (KW 49–51). Zusätzlich erfolgte ein Vergleich 
der Versuchsgruppe DEX F2/F3 mit der Kontrollgruppe C zum jeweiligen Messzeitpunkt. 
Des Weiteren wurde die Blutkonzentration der Steroidh rmone Testosteron und Östradiol 
ermittelt und ebenfalls zwischen den beiden Versuchgruppen verglichen. Schließlich wurde 
noch das frisch gewonnene Ejakulat im Hinblick auf Menge, Konzentration und Motilität 
begutachtet und der Erfolg der PVS im Gruppenvergleich beurteilt. 
 
4.2.1 Hodengrößen 
Das Volumen beider Hoden der untersuchten Weißbüschelaffen ist in Tabelle 4.3 (S. 50) 
dargestellt. Dabei sind die Werte im Frühling, im Sommer und im Winter jeweils sowohl für 
die Grundgesamtheit als auch aufgespalten in die Gruppen DEX F2/F3 und C angegeben.  
Die Anwendung des Mann-Whitney-U-Testes ergab keinen signifikanten Unterschied 
zwischen den Gruppen DEX F2/F3 und C – weder im Frühling (p = 0,535) noch im Sommer 
(p = 0,071) noch im Winter (p = 0,396). Der Friedman-Test zeigte, dass sich weder die 
zentralen Tendenzen der absoluten (p = 0,223) noch die der relativen Hodenvolumina 
(p = 0,170) zwischen den drei verschiedenen Messzeitpunkten im Jahresverlauf 
unterscheiden.  
Der Median der Gewichte der Weißbüschelaffen lag im Frühling bei 399 g (Q1: 370 g; 
Q3: 414 g), im Sommer bei 387 g (Q1: 374 g; Q3: 418 g) und im Winter bei 395 g 
(Q1: 381 g; Q3: 429 g). Die Gewichtsstruktur der Versuchstiere unterschied sich nicht 
zwischen den drei Messzeitpunkten (p = 0,127) und ist in Abbildung 4.5 (S. 51) im Boxplot 
dargestellt. Die Ergebnisse der Berechnung der relativ n Hodenvolumina sind analog den 





Tabelle 4.3: Deskriptive Darstellung der absoluten [cm³] und relativen [cm³/kg] Hodenvolumina der 
Weißbüschelaffen zu drei verschiedenen Zeitpunkten im Jahr: Frühling (KW 19), Sommer (KW 32) und 
Winter (KW 49–51). Angabe von Q1, Median, Q3, Minimum und Maximum für alle Männchen sowie aufgeteilt 
in DEX F2/F3 und Kontrollgruppe C; für den Vergleich von DEX F2/F3 mit C mittels Mann-Whitney-U-Test ist der 
jeweilige p-Wert angegeben. 
Hodenvolumen Mess-








alle 19 1,06 1,27 1,52 0,77 1,62 
p = 0,535 DEX F2/F3 6 1,03 1,36 1,55 0,94 1,62 







alle 19 2,45 3,38 3,94 1,86 4,31 
p = 0,427 DEX F2/F3 6 2,62 3,28 4,16 2,36 4,31 





alle 19 1,06 1,31 1,73 0,92 2,49 
p = 0,071 DEX F2/F3 3   0,98   0,94 1,11 







alle 19 2,82 3,25 4,49 2,39 5,83 
p = 0,142 DEX F2/F3 3   2,82   2,47 3,04 





alle 19 1,03 1,27 1,52 0,80 1,63 
p = 0,396 DEX F2/F3 4 0,84 1,18 1,38 0,80 1,38 







alle 19 2,55 3,24 3,54 1,79 4,05 
p = 0,514 DEX F2/F3 4 2,20 2,90 3,53 2,08 3,62 







Abbildung 4.5: Gewichte aller Weißbüschelaffen während der Ausmessung der Hodengrößen im 
Frühling (KW 19), Sommer (KW 32) und Winter (KW 49–51) 
 
4.2.2 Testosteron  
Die Ergebnisse der Hormonbestimmungen im Blutplasma der männlichen Weißbüschelaffen 
(n = 21) sind in Tabelle 4.4 (S. 52) angeführt. DieTabelle stellt die Testosteronkonzentration 
im Sommer um 8 Uhr, 12 Uhr und 16 Uhr sowie die Testosteronkonzentration, die Östradiol-
Konzentration und das Testosteron-Östradiol-Verhältnis im Winter dar. Die Daten sind 
sowohl für die Grundgesamtheit als auch aufgeteilt in die beiden Versuchsgruppen 
DEX F2/F3 und C angegeben.  
Ein Vergleich der Mediane der Testosteronkonzentration im Tagesverlauf zwischen 8 Uhr, 
12 Uhr und 16 Uhr im Sommer durch den Friedman-Test z igte Unterschiede auf (p = 0,017). 
Der nachfolgend durchgeführte Wilcoxon-Test mit nach Bonferroni-Adjustierung 
angepasstem α (p* = 0,05/3 = 0,017) spezifizierte die Signifikanz auf eine höhere 
Testosteronkonzentration um 12 Uhr im Vergleich zu 8 Uhr (p = 0,002). Die übrigen 
Vergleiche der Testosteronkonzentrationen zu den unterschiedlichen Tageszeiten ergaben 
keine Signifikanzen. Im jahreszeitlichen Vergleich der Testosteronmesswerte um 8 Uhr 
zwischen Sommer und Winter konnte mittels Wilcoxon-Test kein Unterschied festgestellt 




Tabelle 4.4: Testosteronkonzentration [ng/ml] im Blut von Weißbüschelaffen im Tagesverlauf im Sommer; 
Testosteron- [ng/ml] und Östradiolkonzentration [pg/ml] um 8 Uhr im Winter; Ratio Testosteron [ng/ml] / 
Östradiol [pg/ml] um 8 Uhr im Winter; Angabe von Q1, Median, Q3, Minimum und Maximum für alle 













alle 21 3,9 7,3 13,4 2,3 37,7 
p=0,208 DEX F2/F3 5 2,4 5,0 11,7 2,3 16,1 





alle 21 8,4 14,6 19,6 1,4 37,8 
p=0,905 DEX F2/F3 5 10,7 14,6 17,1 7,0 17,8 





alle 21 4,7 10,3 18,9 0,8 24,5 
p=0,268 DEX F2/F3 5 1,3 7,4 16,0 0,8 17,3 





alle 21 4,3 7,7 12,1 1,3 23,2 
p=0,850 DEX F2/F3 6 3,5 6,7 11,4 3,3 19,5 
C 15 5,5 7,7 12,6 1,3 23,2 
Blutkonzentration 
Östradiol [pg/ml],  
8 Uhr 
Winter 
alle 21 108,8 143,9 361,6 86,4 1135,3 
p=0,340 DEX F2/F3 6 93,3 126,1 240,3 92,8 363,8 
C 15 124,5 150,5 458,9 86,4 1135,3 
Ratio 
Testosteron/Östradiol 
[10³], 8 Uhr 
Winter 
alle 21 11,8 41,4 68,1 3,3 173,9 
p=0,622 DEX F2/F3 6 31,4 48,6 88,3 9,0 173,9 
C 15 11,1 28,2 73,7 3,3 161,2 
 
Zwischen den Behandlungsgruppen DEX F2/F3 und C konnte im Sommer weder um 8 Uhr 
(p = 0,208) noch um 12 Uhr (p = 0,905) noch um 16 Uhr (p = 0,268) ein Unterschied durch 
Anwendung des Mann-Whitney-U-Testes festgestellt werden. Desgleichen fand sich im 
Winter ebenfalls kein Unterschied für die Testosteronkonzentration um 8 Uhr (p = 0,850), die 
Östradiolkonzentration um 8 Uhr (p = 0,340) sowie das Verhältnis von Testosteron- zu 
Östradiolkonzentration (p = 0,622) zwischen DEX F2/F3 und C.  
Des Weiteren konnte keine Korrelation zwischen dem Alter der Weißbüschelaffen bei der 
Blutentnahme und der gemessenen Testosteronkonzentratio  festgestellt werden (siehe 
Abbildung 4.6, S 53). Auch ein Vergleich der Testosteronwerte der senilen bzw. jung adulten 
mit denen der adulten Tiere durch den Mann-Whitney-U-Test zeigte jeweils keine 
Unterschiede zwischen den Altersgruppen. Die Prüfung der Gleichheit der zentralen 
Tendenzen mittels Wilcoxon-Test für nicht normalverteilte gepaarte Merkmale ergab keinen 




Darüber hinaus bestand zwischen den aus denselben Butproben bestimmten Testosteron- und 
Östradiolkonzentrationen um 8 Uhr im Winter keine Korrelation. 
 
Abbildung 4.6: Testosteronkonzentration im Blutplasma aller männlichen Weißbüschelaffen (n = 22) im 
Sommer (KW 32) um 8 Uhr in Bezug auf das Alter des jeweiligen Tieres in Monaten. 
 
4.2.3 Ejakulatanalyse 
Das Ejakulat liefert wertvolle Hinweise auf den Funktionsstatus des Hodens sowie die 
Reproduktionsfähigkeit eines Individuums. Die PVS bietet dabei eine exzellente Möglichkeit, 
annähernd physiologische Ejakulate zu gewinnen. Dieerhobenen Parameter können 
unkompliziert zwischen verschiedenen Gruppen (DEX-Status, Alter) verglichen werden. Die 
Ergebnisse der Ejakulatanalysen bezüglich der Spermienkonzentration, des 
Ejakulatvolumens, der Gesamtspermienzahl im Ejakulat, der Motilität der Spermien und der 
Erfolgsrate der PVS finden sich in Tabelle 4.5 (S. 54). Dabei sind die Daten jedes Parameters 
sowohl für alle Ejakulate als auch getrennt für DEX F2/F3 und C angegeben. 
Die jeweiligen Mediane der Gruppen DEX F2/F3 und C wurden mithilfe des Mann-Whitney-
U-Tests verglichen und die resultierenden p-Werte sind ebenfalls in Tabelle 4.5 (S 54) 




der PVS einen signifikanten Unterschied (p = 0,007) verglichen mit denen der Kontrollgruppe 
(siehe Abbildung 4.7, S. 55). 
Tabelle 4.5: Darstellung relevanter Parameter der Ejakulatanalyse mittels CASA; Angabe von Q1, Median, Q3, 
Minimum und Maximum für alle Männchen sowie getrennt für DEX F2/F3 und C. Pro Tier floss der Median von 
maximal drei Einzelmessungen in die Bewertung ein; signifikante p-Werte für den Vergleich der Gruppen 
DEX F2/F3 mit C sind fett gedruckt. 







alle 16 233,4 298,0 647,3 172,4 1443 
p=1,000 DEX F2/F3 5 240,3 254,0 632,5 226,7 662 
C 11 208,7 306,5 741,7 172,4 1443 
Volumen des 
Ejakulates [µl] 
alle 16 18,5 26,3 29,3 11,0 41,7 
p=0,529 DEX F2/F3 5 16,2 26,0 27,0 13,3 27,3 
C 11 18,3 26,3 32,0 11,0 41,7 
Gesamtspermien-
zahl im Ejakulat 
alle 16 4.827.726 7.434.775 17.340.980 2.742.100 46.176.000 
p=0,661 DEX F2/F3 5 3.783.955 6.718.107 16.718.880 2.742.100 17.963.080 




alle 16 44,4 62,2 81,5 14,5 87,5 
p=0,267 DEX F2/F3 5 57,0 75,5 83,9 39,7 84,3 




alle 16 38,6 55,7 78,3 8,7 85,4 
p=0,221 DEX F2/F3 5 51,5 71,5 81,3 35,2 82,0 
C 11 38,5 54,1 57,6 8,7 85,4 
Anteil der schnell 
motilen Spermien 
[%] 
alle 16 25,6 40,7 63,9 1,8 69,6 
p=0,115 DEX F2/F3 5 37,4 57,8 68,8 23,1 69,6 




alle 16 11,9 13,3 19,2 6,9 23,0 
p=0,510 DEX F2/F3 5 12,0 12,3 14,9 11,8 16,0 
C 11 11,3 15,5 22,1 6,9 23,0 
Anteil der lokal 
motilen Spermien 
[%] 
alle 16 3,6 5,1 6,1 2,1 8,4 
p=0,377 DEX F2/F3 5 2,8 4,0 5,5 2,4 6,4 




alle 16 18,5 37,8 55,6 12,6 85,5 
p=0,267 DEX F2/F3 5 16,1 24,5 43,0 15,8 60,3 
C 11 36,5 42,4 56,1 12,6 85,5 
Erfolgsrate der 
PVS [%] 
alle 28 26 54 97 0 100 
p=0,007 DEX F2/F3 7 8 25 33 0 88 






Abbildung 4.7: Darstellung der Erfolgsrate der PVS der männlichen Weißbüschelaffen ohne DEX-Abstammung 
im Vergleich mit DEX F2/F3. Tiere der DEX F2/F3 zeigen signifikant niedrigere Erfolgsraten der PVS. 
 
Nach Unterteilung der Männchen in die Altersgruppen konnte für die jung adulten 
Weißbüschelaffen (n = 5) im Vergleich mit den adulten Tieren (n = 8) mittels Mann-Whitney-
U-Test ein signifikant höherer Anteil an motilen Spermien (p = 0,030) sowie eine signifikant 
schlechtere Erfolgsrate der PVS (p = 0,003) nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurde bei 
jung adulten Tieren ein deutlicher Trend zu einer höheren Spermienkonzentration im Ejakulat 
verglichen mit adulten Tieren festgestellt (p = 0,065). Im Vergleich zwischen senilen (n = 4) 
und adulten Tieren ergaben sich keine Unterschiede n den erhobenen Parametern der 
Ejakulatanalyse. Es fällt jedoch auf, dass das mit Abstand älteste Männchen (> 18 Jahre alt), 
das aufgrund seines Alters nicht in die Auswertung mit einfloss, im Mittel eine extrem hohe 
Spermienkonzentration (1728 x 106 Spermien/ml) bei relativ geringem Ejakulatvolumen 
(17,3 µl) aufwies.  
Im Vergleich der am Vormittag (vor 13 Uhr) und am Nachmittag (nach 13 Uhr) gewonnenen 
Ejakulate konnten mithilfe des Mann-Whitney-U-Testes keine Unterschiede bezüglich der 




Gesamtspermienzahl (p = 0,919) und der Gesamtmotilität (p = 0,101) festgestellt werden. 
Auch zwischen dem Ejakulatvolumen und der Spermienkonzentration konnte keine 
Korrelation nachgewiesen werden. 
 
4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des Versuchsteils II – in vivo DEX F2/F3 
 
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Hodenmessungen, der Hormonanalysen sowie der 
Ejakulatanalysen an den Tieren der DEX F2/F3 und C zusammengefasst. 
Das Hodenvolumen der Weißbüschelaffen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den Messungen im Frühling, Sommer und Winter und demzufolge keine saisonalen 
Unterschiede. Außerdem konnte zu keinem der drei Messzeitpunkte ein Unterschied zwischen 
DEX F2/F3 und C festgestellt werden. Dies gilt sowohl für das absolute als auch das relative 
Hodenvolumen (siehe Tabelle 4.3, S. 50).  
Bezüglich der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Bestimmung der 
Hormonkonzentrationen im Tagesverlauf ist festzustellen, dass im Sommer um 12 Uhr eine 
signifikant höhere Testosteronkonzentration als um 8 Uhr gemessen werden konnte. Für die 
einzelnen Untergruppen DEX F2/F3 und C zeichnete sich jeweils ein ähnlicher Trend ab, der 
jedoch keine Signifikanz aufwies. Ein Vergleich der Testosteronkonzentration um 8 Uhr 
zwischen Sommer und Winter ergab ebenso keinen signifikanten Unterschied, wie auch der 
Vergleich der Testosteronkonzentration im Blut zwischen verschiedenen Altersgruppen. 
Desgleichen konnte zwischen den aus denselben Blutproben ermittelten Testosteron- und 
Östrogenkonzentrationen keine Korrelation hergestellt werden. Der Vergleich der beiden 
Versuchsgruppen DEX F2/F3 und C ergab für keinen der im Zusammenhang der 
Hormonanalyse erhobenen Parameter einen signifikanten Unterschied (siehe Tabelle 4.4, 
S. 52). 
Die mittels CASA ermittelten relevanten Parameter dEjakulatanalyse zeigten allesamt 
keine signifikanten Unterschiede zwischen DEX F2/F3 und C. Dabei war es unerheblich, ob 
die Ejakulate am Vor- oder Nachmittag gewonnen wurden. Allerdings war die Erfolgsquote 
der PVS bei den Tieren der DEX F2/F3 signifkant niedriger gegenüber den Männchen der 




ein deutlicher, jedoch nicht signifikanter Trend zu einer höheren Spermienkonzentration im 







Die Auswirkungen von Stress während der Schwangerschaft auf die Nachkommen stellen ein 
stark an Bedeutung gewinnendes Forschungsgebiet dar (HARRIS und SECKL 2011). 
Unabhängig davon werden in der Humanmedizin bei drohenden Frühgeburten bereits seit 
vielen Jahren synthetische Glucocorticoide wie z. B. Dexamethason eingesetzt, um ein 
Atemnotsyndrom des Neugeborenen (RDS) zu verhindern und die 
Überlebenswahrscheinlichkeit zu erhöhen (FIGO Working Group on Good Clinical Practice 
in Maternal-Fetal Medicine 2019; WHO 2015). Endogene Glucocorticoide und mit deutlich 
höherer Affinität auch Dexamethason binden an den GR und bilden zusammen mit diesem 
einen Transkriptionsfaktor, der durch Bindung an hormonresponsive Elemente der DNA die 
Genexpression direkt beeinflussen kann. Weiterhin kann das Epigenom durch DNA-
Methylierung, Histonmodifikation oder small noncoding RNA verändert werden (HAMADA 
und MATTHEWS 2019; KHULAN und DRAKE 2012). Allerdings kann sich pränataler 
Stress bzw. eine pränatale Anwendung von Glucocorticoiden auch abseits des 
Behandlungszieles auf die Nachkommen auswirken. Relevante Daten am Menschen zu 
generieren, wird jedoch unter anderem durch die lange Generationendauer sowie eine 
praktisch nicht kalkulierbare Vielzahl an Störfaktoren sehr stark erschwert. Aus diesem Grund 
wurden unterschiedlichste Tierversuche etabliert, um jeweils Teilaspekte dieses Komplexes 
beleuchten zu können (FOWDEN et al. 2016).  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt von pränataler Dexamethasonapplikation auf 
das männliche Reproduktionssystem zu untersuchen. Die Versuche wurden am 
Weißbüschelaffen durchgeführt, um eine hohe Humanrelevanz und gleichzeitig einen hohen 
Grad an Standardisierung gewährleisten zu können.  
Die Dexamethasonbehandlung der Weißbüschelaffen fand während der Trächtigkeit am Ende 
des ersten (EDEX) und am Ende des zweiten Trimesters (LDEX) statt. Um die 
kontinuierliche Entwicklung des Embryos beschreiben zu können, wird die menschliche 
Embryonalentwicklung anhand der Carnegie-Stadien (nach Streeter und O’Rahilly) in 
23 Abschnitte eingeteilt. Übertragen auf den Weißbüschelaffen befanden sich die Embryonen 
zum Zeitpunkt der frühen Behandlung (EDEX) etwa im Carnegie-Stadium 10 (O'RAHILLY 
und MULLER 2010; MERKER et al. 1988) und somit in der vermutlich sensibelsten Phase 




maximaler Neurogenese (HAUSER et al. 2008). Das im Versuch verwendete Dexamethason 
ist hoch lipophil und passiert die Plazentarschranke vom maternalen in den fetalen 
Blutkreislauf (SECKL et al. 2000). Bestandteil der Plazentarschranke ist das Enzym 
11βHSD2, das beim Menschen im Synzytiotrophoblasten vorliegt. Es katalysiert die 
Konversion des bioaktiven Cortisols in das inerte Cortison und inaktiviert somit maternale 
Glucocorticoide (WHITE et al. 1997; SECKL 2004). Durch diese Funktion ist die Aktivität 
der 11βHSD2 für eine niedrige Cortisolkonzentration im fetal n Blutkreislauf verantwortlich 
und schützt somit den Fetus vor hohen maternalen Cortisolkonzentrationen. Das synthetische 
Glucocorticoid Dexamethason wird durch die 11βHSD2 jedoch nur in sehr geringem Umfang 
deaktiviert und kann daher die Plazentarschranke nah zu ungehindert überqueren und auf den 
Embryo bzw. Fetus einwirken (SECKL et al. 2000; TEGETHOFF et al. 2009; BROWN et al. 
1996). Vom Pavian ist bekannt, dass während der späten Trächtigkeit die Aktivität der 
11βHSD2 in der Plazenta dominiert. Dagegen überwiegt in der frühen Trächtigkeit die 
Aktivität der 11βHSD1, welche die reverse Reaktion und somit die Aktivierung der 
Glucocorticoide katalysiert (PEPE et al. 1996; PEPE et al. 2001). Aus diesem Wechsel der 
Enzymaktivität resultiert eine Aktivierung der fetalen Nebenniere und demzufolge auch der 
Beginn der fetalen Cortisolproduktion (PEPE et al. 2001). Bisher sind jedoch für den 
Weißbüschelaffen keine Informationen über die Aktivitäten der Isoenzyme 11βHSD1 und 
11βHSD2 in der Plazenta im Trächtigkeitsverlauf veröffentlicht worden. Es ist davon 
auszugehen, dass die wiederholt verabreichte Dosis Dexamethason von 5 mg/kg unabhängig 
von der Aktivität der 11βHSD1 und 11βHSD2 in der Plazentarschranke zu einer massiven 
Anflutung im fetalen Blutkreislauf führt. Demzufolge dürften detektierbare Unterschiede in 
der Wirkung des Dexamethasons zwischen EDEX und LDEX hauptsächlich auf die 
unterschiedlichen Entwicklungsstadien und die Rezeptor xpression, vor allem des GR, in der 
Frucht zurückzuführen sein. So konnte z. B. an Frauen, die während der Schwangerschaft 
eine posttraumatische Belastungsstörung (PTSD) entwickelten, nachgewiesen werden, dass 
nur ein im dritten Trimester, nicht jedoch ein in der früheren Schwangerschaft auftretendes 
PTSD postnatal gemessene Cortisolwerte der betroffenen Babys negativ beeinflusste 
(YEHUDA et al. 2005).  
Im Folgenden werden zunächst die gewonnenen Ergebnisse auf Genom- und Proteinebene in 
den Hoden der sich während der pränatalen Dexamethasonapplikation entwickelnden 




Männchen der F2- und F3-Generation bzgl. der Reproduktionsfähigkeit erhobenen Befunde 
erörtert.  
 
5.1 Versuchsteil I – ex vivo Hoden DEX F1 
 
Im Rahmen des Versuchsteils I der vorliegenden Arbeit wurden die Hoden der 
Weißbüschelaffen der F1-Generation mittels qPCR (= Genomebene) und Immunhistochemie 
(= Proteinebene) auf ausgewählte wichtige Faktoren der Steroidbiosynthese, der 
Steroidrezeptoren, des Relaxinsystems und der Regulation des Zellzyklus hin untersucht. 
Diese Untersuchungen betreffen also die Nachkommen, di  den durch die Dexamethasongabe 
simulierten Stressreiz als Embryo bzw. Fetus in utero erfahren haben. Durch die Bindung von 
Dexamethason an den GR entsteht ein Transkriptionsfaktor, der das Genexpressionsmuster in 
den Zielzellen beeinflussen kann. Des Weiteren kann die Genexpression durch epigenetische 
Mechanismen beeinflusst werden (KHULAN und DRAKE 201 ).  
Im Folgenden soll das Vorkommen von relevanten Enzymen der Steroidbiosynthese, 
Steroidrezeptoren, Proteinen des Relaxinsystems und a sgewählten Proliferationsmarkern in 
den Hoden von Weißbüschelaffen sowie ihre Veränderungen durch pränatale DEX-
Applikation beleuchtet werden.  
 
5.1.1 Vergleichende Diskussion der Ergebnisse auf Gen- und Proteinebene in den 
Hoden der F1 
Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit an de Hoden der F1-Generation auf Gen- und 
Proteinebene durchgeführten Untersuchungen stimmten für ARO, 17βHSD7, AR, ERα, ERβ, 
RLN, INAL3, RXFP1 und Ras sowohl in EDEX als auch in LDEX überein. Desgleichen 
waren die Nachweise von SRD5A1 und Ki-67 in LDEX sowie von SRD5A2 in EDEX auf 
Gen- und Proteinebene konsistent. Jedoch steht die für SRD5A1 und MKI67 in EDEX sowie 
für SRD5A2 in LDEX nachgewiesene und gegenüber C erhöhte mRNA-Menge einer 
zwischen den Behandlungsgruppen gleichbleibenden Proteinmenge gegenüber. Es ist 
bekannt, dass ein vermehrter Nachweis von mRNA nicht zwangsläufig mit einer erhöhten 
Expression des zugehörigen Proteins verbunden sein muss (GYGI et al. 1999; IVELL 1992). 




Spleißvarianten, an die der jeweils verwendete Primer fälschlicherweise binden kann. Im 
Hoden wurden z. B. für RLN und INSL3 bereits unterschiedliche Spleißvarianten 
nachgewiesen (IVELL et al. 2011). Speziell für Ki-67 wurden in Zellkultur bereits mehrere 
Spleißvarianten unterschiedlicher Charakteristika nachgewiesen (CHIERICO et al. 2017), was 
für eine Beteiligung von Spleißvarianten an der hiebeschriebenen Diskrepanz zwischen Gen- 
und Proteinebene spricht.   
Hinzu kommt, dass der Anstieg des mRNA-Gehaltes von SRD5A1 und MKI67 in EDEX im 
Vergleich zu C zwar statistisch signifikant war, die absoluten Faktoren mit 1,7 bzw. 1,3 
jedoch relativ niedrig lagen. Es ist denkbar, dass sich ein Anstieg der Proteinmenge um das 
1,7-Fache bzw. das 1,3-Fache mit dem in der vorliegenden Arbeit zur Auswertung des 
optischen Signals verwendeten System unter Umständen icht abbilden lässt.  
Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Proteine mit bereits veröffentlichten 
Nachweisen verglichen und die Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen C, EDEX 
und LDEX diskutiert. 
 
5.1.1.1 Relevante Enzyme der Testosteronbiosynthese 
3βHSD konnte bereits im Zytoplasma von Leydig-Zellen nachgewiesen werden (KELNAR et 
al. 2002). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse bestätigen die 
Lokalisation von 3βHSD im Zytoplasma von Leydig-Zellen und präzisieren den Nachweis 
auf das Isoenzym 3βHSD2. Über das Vorkommen von anderen Isoenzymen der 3βHSD im 
Hoden kann hier keine Aussage getroffen werden, da keine weiteren Isoenzyme untersucht 
wurden. Auch der hier gelungene zytoplasmatische Nachweis von ARO in Leydig-Zellen, 
Keimzellen und Sertoli-Zellen bestätigt die bisherig n Kenntnisse zu ARO im Hoden von 
Weißbüschelaffen (TURNER et al. 2002). Ebenso stimm der Nachweis von INSL3 in 
Leydig-Zellen des Weißbüschelaffen mit bereits veröff ntlichten Forschungsergebnissen 
überein (ZARREH-HOSHYARI-KHAH et al. 1999).  
In Übereinstimmung mit früheren Untersuchungen am Hoden des Weißbüschelaffen 
(SCHWABE et al. 2001; HUSEN et al. 2003) war das immunhistochemische Signal des 
Enzyms 17βHSD7 ausschließlich im Zytoplasma der Leydig-Zellen zu finden. Allerdings 
konnten HUSEN et al. (2003) mittels Immunhistochemie ein Signal für 17βHSD7 in Zellen 
des Keimepithels – vermutlich Sertolizellen – nachweisen, was in der vorliegenden Arbeit 




vorliegenden Arbeit die Hoden von jung adulten Weißbüschelaffen untersucht wurden, die 
erst kurz zuvor die sexuelle Reife erlangt hatten. Dagegen waren die von HUSEN et al. 
(2003) untersuchten Tiere sämtlich über sechs Jahre lt (EINSPANIER, persönliche 
Kommunikation, 2019). Dies könnte bedeuten, dass da Testosteron bei jung adulten 
fortpflanzungsfähigen Weißbüschelaffen ausschließlich durch Diffusion in das Keimepithel 
gelangt, während mit zunehmendem Alter die Enzymausst ttung im Keimepithel auch den 
letzten Schritt der Testosteronbiosynthese ermöglicht. Eine andere Erklärung für den hier 
nicht gelungenen Nachweis der 17βHSD7 im Keimepithel könnten methodische Unterschiede 
liefern: So wurde zwar in beiden Untersuchungen der gl iche Antikörper verwendet, jedoch 
in der vorliegenden Arbeit in einer deutlich niedrigeren Konzentration von 1:6.000 im 
Vergleich zu 1:500 / 1:1.000 bei HUSEN et al. (2003).  
Die Enzyme SRD5A1 und SRD5A2 konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals 
sowohl auf Protein- als auch auf Genebene im Hoden von Weißbüschelaffen nachgewiesen 
werden. Dies zeigt eine weitere Parallelität des Weißbüschelaffen zum humanen 
Reproduktionssystem, da beide Isoenzyme ebenfalls in humanen Hoden nachgewiesen 
worden sind (TRAISH 2012). In der vorliegenden Arbeit z igte sich das Signal der SRD5A1 
ausschließlich im Zytoplasma der Leydig-Zellen. Das Signal der SRD5A2 war ebenfalls im 
Zytoplasma der Leydig-Zellen zu finden, konnte darüber hinaus jedoch – unabhängig von der 
Versuchsgruppe – in 55 % der untersuchten Hoden vereinzelt auch in Sertoli-Zellen 
nachgewiesen werden. Die Isoenzyme der SRD5A katalysieren irreversibel die Umsetzung 
von Testosteron zu DHT. Dies kommt einer Verstärkung d Verlängerung des Testosteron-
mediierten Signals durch das potentere DHT gleich: DHT weist im Vergleich zu Testosteron 
eine deutlich höhere Bindungsaffinität zum AR bei einer niedrigeren Dissoziationsrate auf, es 
stabilisiert den AR in der DNA-bindenden Konformation und zusätzlich induziert es die 
Synthese und reduziert den Katabolismus des AR (SWERDLOFF et al. 2017; GRINO et al. 
1990). In der vorliegenden Arbeit konnte in EDEX sowohl für SRD5A1 als auch SRD5A2 
eine jeweils signifikante Aufregulation auf Genebene um das ca. 1,7-Fache gegenüber C 
nachgewiesen werden. Passend dazu war die SRD5A2 auf Proteinebene ebenfalls erhöht – 
hier sogar mit einer parallelen Verstärkung des Signals in LDEX gegenüber C. Da die übrigen 
hier untersuchten Hormone der Testosteronbiosynthese j doch weder in EDEX noch in 
LDEX gegenüber C verstärkt exprimiert wurden, ist davon auszugehen, dass keine größere 
Menge Testosteron als Substrat für die SRD5A zur Verfügung stand. Demzufolge haben die 




Voraussetzungen für eine Verschiebung des lokalen Gichgewichtes zwischen Östradiol und 
DHT hin zum DHT und somit zur Stärkung der testosteronartigen Wirkung vorliegen, also 
der Förderung der Spermiogenese und des Sexualverhaltens (LI et al. 2005).  
In der vorliegenden Arbeit konnten im Zytoplasma der L ydig-Zellen alle untersuchten 
relevanten Enzyme der Testosteronbiosynthese nachgewiesen werden. Diese grundlegende 
Voraussetzung zur endogenen Produktion von Testosteron im Hoden war unabhängig von den 
Versuchsgruppen C, EDEX und LDEX bei allen untersuchten Tieren gegeben. Es bleibt somit 
lediglich fraglich, ob die hier detektierte Aufregulierung der SRD5A-Isoenzyme im Rahmen 
der vielfältig wirksamen Regulierungssysteme im Hoden (HOTALING und PATEL 2014; 
SWERDLOFF et al. 2017) und unter Einbeziehung der bei Neuweltprimaten nachgewiesenen 
partiellen Androgenresistenz (LI et al. 2005) in vivo eine Auswirkung auf die Spermiogenese 
(SCHULSTER et al. 2016) oder möglicherweise auf dieEntwicklung überschießender 
Proliferation der adulten Leydig-Zellen (ABNEY 1999) hat. Dies kann nicht abschließend 
geklärt werden und bleibt Gegenstand zukünftiger Untersuchungen. 
 
5.1.1.2 Steroidrezeptoren 
ERα konnte in der vorliegenden Arbeit im Hoden von Weißbüschelaffen erstmals auf 
Proteinebene in den Zellkernen von Sertoli-Zellen und Keimzellen nachgewiesen werden. Im 
Gegensatz dazu steht der sporadische Nachweis von ERα einzig in Leydig-Zellen im Hoden 
des Weißbüschelaffen durch FISHER et al. (1997). Dieser Nachweis konnte jedoch nicht 
reproduziert werden (SAUNDERS et al. 2001). Stattdessen identifizierten SAUNDERS et al. 
(2001) ebenso wie MCKINELL et al. (2001) ERα in keinem einzigen Zelltyp des 
Hodenparenchyms von Weißbüschelaffen, obwohl der Antikörper in einer extrem hohen 
Konzentration von 1:20 eingesetzt worden war. Da in der vorliegenden Arbeit ein hoch 
spezifischer monoklonaler Antikörper gegen ERα in einer niedrigeren Konzentration von 1:75 
verwendet wurde, ist davon auszugehen, dass der hier gelungene Nachweis von ERα in 
Sertoli-Zellen und Keimzellen konsistent ist. Eine Erklärung für die Differenzen könnten 
methodische Unterschiede bieten, wie etwa die Fixierung der Hoden in Bouin-Lösung, der 
anstelle von Glyzin/EDTA-Puffer zum Antigen Retrieval verwendete Citratpuffer oder das 
abweichende Hitzeprotokoll. Auch eine unterschiedliche Spezifität der verwendeten 
Antikörper in Verbindung mit einer denkbaren, bisher j doch noch nicht nachgewiesenen 




Für ERβ konnte in der vorliegenden Studie ein überwiegend perinukleäres Signal 
ausschließlich im Zytoplasma der Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Einerseits bestätigt 
dies bereits erbrachte Nachweise von ERβ in Leydig-Zellen (SAUNDERS et al. 2001; 
MCKINNELL et al. 2001), andererseits wurde ERβ in den beiden zitierten 
Veröffentlichungen zusätzlich auch in Sertoli-Zellen, vielen verschiedenen Keimzellstadien 
und peritubulären Myoidzellen beschrieben. Erklärungen für die abweichende Lokalisation 
des detektierten Signals könnte auch hier die Fixierung der Hoden in Bouin-Lösung anstelle 
von Paraformaldehyd oder die Verwendung eines andere  Hitzeprotokolls, möglicherweise 
auch in Kombination mit der unterschiedlichen Ansatz telle der jeweils verwendeten 
Antikörper am ERβ (D- vs. A/B-Domäne) bieten. Überraschend war der eindeutige und vor 
allem ausschließlich zytoplasmatische Nachweis des immunhistochemischen Signals gegen 
ERβ in den Leydig-Zellen, das im Zellkern erwartet worden war. Es gibt jedoch Nachweise in 
verschiedenen Zelltypen, dass Steroidrezeptoren (unter a derem ERβ) zu gewissen Anteilen 
in den Mitochondrien und an der Zellmembran vorliegen und dort ohne die klassische 
nukleäre Translokation nicht-genomische Effekte vermitteln (LEVIN 2015). Das erklärt 
jedoch nicht, warum kein Signal im Zellkern nachgewiesen werden konnte. Möglicherweise 
war das Antigen Retrieval nicht geeignet für die nukleäre Fraktion an ERβ, was allerdings 
nach vorangegangenen umfangreichen Tests als unwahrscheinlich zu bewerten ist. Eher 
könnte hierbei eine Rolle spielen, dass der Antikörper gegen den humanen ERβ gerichtet ist, 
weshalb es denkbar wäre, dass sein (human-)spezifisches Paratop als spezifische 
Bindungsstelle an die ERβ -Moleküle beim Weißbüschelaffen nur bindet, wenn diese in einer 
bestimmten Konformation oder in einem bestimmten Aktivitätszustand vorliegen – z. B. 
frisch synthetisiert am endoplasmatischen Retikulum anliegend. Weiterhin möglich wäre, 
dass durch den verwendeten humanspezifischen Antikörper beim Weißbüschelaffen 
ausschließlich eine Spleißvariante nachgewiesen wurde, die nicht in den Zellkern gelangt.  
Die Diskrepanz der Ergebnisse der vorliegenden Studie zu bereits veröffentlichten 
Untersuchungen am Weißbüschelaffen in Bezug auf die Verteilung der nukleären 
Östrogenrezeptoren in testikulären Zelltypen fügt sich zu den ebenfalls sehr divergenten 
bisherigen Untersuchungsergebnissen nukleärer Östrogen ezeptoren im humanen Hoden 
(CARREAU et al. 2010). Möglicherweise werden durch unterschiedliche verwendete 
Antikörper auch verschiedene Spleißvarianten oder Genpolymorphismen der 
Östrogenrezeptoren detektiert, die zumindest im humanen Hoden bereits nachgewiesen und 




ASCHIM et al. 2005). Überdies wäre denkbar, dass die absolute Expression der 
Östrogenrezeptoren in testikulären Zellen vom Entwicklungsstadium bzw. dem Alter abhängt.  
Die Analyse des AR ergab auf Proteinebene ein schwaes nukleäres Signal in Sertoli-Zellen 
und Keimzellen. Dazu passend konnte der AR von McKinnell et al. (2001) ebenfalls in 
Sertoli-Zellen von Weißbüschelaffen nachgewiesen werden. Entgegen dem hier nicht 
gelungenen Nachweis des AR auf Proteinebene in Leydig-Zellen sind Nachweise von AR in 
Leydig-Zellen sowohl beim Weißbüschelaffen als auch beim Menschen beschrieben worden 
(SUAREZ-QUIAN et al. 1999; KIMURA et al. 1993; MCKINNELL et al. 2001). 
Hervorzuheben ist, dass es zur Expression von AR in Keimzellen eine Vielzahl an 
widersprüchlichen Nachweisen gibt, die bisher zu kontroversen Diskussionen führte (WANG 
et al. 2009; KIMURA et al. 1993). Teilweise wird ein  Abhängigkeit der AR-Expression in 
Keimzellen vom Entwicklungsstand derselben (z. B. elongierte Spermatiden) proklamiert 
(WANG et al. 2009). Dass der Nachweis von AR in Leydig-Zellen des Weißbüschelaffen in 
der vorliegenden Arbeit trotz diverser getesteter Protokolle nicht gelungen ist, könnte auf eine 
methodische Schwäche zurückgeführt werden, zumal die hier erzielte Signalstärke in Sertoli-
Zellen schwach und teilweise inhomogen war. Ein Grund dafür könnte die humane Spezifität 
des verwendeten Antikörpers sein. Obwohl der AR hoch konserviert ist, könnten die 
spezifischen Epitope des im Weißbüschelaffen exprimie ten AR von denen des humanen AR 
minimal, aber entscheidend abweichen. Darüber hinaus könnte auch die möglicherweise 
ausbleibende Bindung des verwendeten Antikörpers an verschiedene Spleißvarianten eine 
Rolle spielen, zumal bereits mehrere Spleißvarianten d s AR im nicht-pathologischen 
humanen Hoden nachgewiesen werden konnten (LAURENTINO et al. 2013).  
Der Vergleich von ERα, ERβ und AR zwischen den jeweiligen Versuchsgruppen EDEX und 
LDEX sowie der Kontrollgruppe C ergab weder auf Gen- noch auf Proteinebene signifikante 
Unterschiede. Demzufolge hat pränataler Stress beim Weißbüschelaffen anscheinend keine 
Auswirkungen auf das Expressionsmuster der untersuchten Steroidrezeptoren. Durch das 
Vorhandensein der Steroidrezeptoren ist eine Grundvoraussetzung für die Bindung der 






5.1.1.3 Das Relaxinsystem 
RLN, INSL3 und ihre spezifischen Rezeptoren RXFP1 und RXFP2 wurden in der 
vorliegenden Arbeit aufgrund ihrer modulierenden Funktion im männlichen 
Reproduktionssystem untersucht: RLN fördert auf unterschiedliche Weise die 
Befruchtungsfähigkeit der Spermien (FERLIN et al. 201 ; AGOULNIK 2007; TELGMANN 
und GELLERSEN 1998), während dem Liganden-Rezeptor-Paar INSL3/RXFP2 eine positive 
Beeinflussung der Spermatogenese zugeschrieben wird (SAGATA et al. 2015) und es 
maßgeblich für den Hodenabstieg in das Skrotum verantwortlich ist (HARRISON et al. 
2019).  
Sowohl RLN und dessen funktionell zugeordneter Rezeptor RXFP1 als auch INSL3 und sein 
Rezeptor RXFP2 konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausschließlich zytoplasmatisch 
in Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Diese Nachweise decken sich mit bisher an Hoden 
von Weißbüschelaffen und Menschen gewonnenen Erkenntnissen und erweitern diese: Beim 
Weißbüschelaffen konnte INSL3 bereits in Leydig-Zellen des adulten Weißbüschelaffen 
nachgewiesen werden (ZARREH-HOSHYARI-KHAH et al. 1999) und an humanen Hoden 
gelang der Nachweis von RLN, RXFP1, INSL3 und RXFP2; eine Lokalisation auf bestimmte 
Zelltypen war bisher jedoch nur für INSL3 (Leydig-Zellen) und RXFP2 (Leydig-Zellen und 
post-meiotische Keimzellen) möglich (IVELL et al. 2017). Durch die sich untermauernden 
Ergebnisse der Untersuchungen auf Gen- und Proteinebene konnte hier gezeigt werden, dass 
im Hoden des Weißbüschelaffen auch die entsprechenden Proteine exprimiert werden und im 
Zytoplasma der Leydig-Zellen vorliegen. Dies unterstr icht die Bedeutung des 
Weißbüschelaffen als humanrelevantes Tiermodell bezüglich des Relaxinsystems, da 
Untersuchungen an verschiedensten Tiermodellen (u. a. Ratte, Maus und Schwein) zumindest 
in der Expression von RLN und RXFP1 eine große speziesspezifische Variabilität mit 
teilweise deutlichen Unterschieden zur humanen Situation zeigen (IVELL et al. 2017).  
Zwischen der Kontrollgruppe C und den Behandlungsgruppen EDEX sowie LDEX konnten 
in Bezug auf RLN, RXFP1, INSL3 und RXFP2 keine Unterschiede auf Gen- sowie 
Proteinebene festgestellt werden. Demzufolge wird die Expression von RLN, INSL3, RXFP1 






Die Proteine Ki-67, Ras und pRB waren an den Hodenschnitten der Weißbüschelaffen wegen 
ihrer essentiellen Funktionen im Zellzyklus evaluiert worden. Veränderungen der 
Expressionsmuster dieser Proliferationsfaktoren könnten möglicherweise Hinweise auf 
Veränderungen des Zellzyklus bestimmter testikulärer Z lltypen (z. B. Stagnation oder 
überschießende Proliferation) geben.  
Bei der Auswertung von pRB zeigte nur ein Antikörper (c-term) ein Signal, welches sich 
ausschließlich im Zytoplasma der Leydig-Zellen fand. Mit den anderen beiden getesteten, 
gegen PSer780 bzw. PSer795 gerichteten pRB-Antikörpern konnte in den Schnitten der 
Weißbüschelaffenhoden kein entsprechendes Protein nachgewiesen werden. Aufgrund des 
fehlenden nukleären Signals wurde die Spezifität des verwendeten Antikörpers (c-term) mit 
identischer Methodik an Mäusehoden getestet, wobei – w e vom Hersteller beim Menschen 
bereits gezeigt und beim Weißbüschelaffen erwartet – ein nukleäres Signal in Leydig-, 
Sertoli- und Keimzellen detektiert werden konnte. Eine Erklärung dafür könnte sein, dass die 
Vorbehandlung der Hodenschnitte der Weißbüschelaffen mit Enzymen und Hitze zur 
Detektion des pRB im Gegensatz zum Mäusehoden nichtausreicht und der nicht gelungene 
Nachweis somit auf eine ungenügende Demaskierung des pRB-Antigens zurückzuführen ist. 
Weiterhin wäre denkbar, dass das pRB sich beim Weißbüschelaffen beispielsweise in der 
Sequenz von dem humanen und murinen Protein derart unterscheidet, dass der 
humanspezifische pRB-Antikörper nicht binden kann. Dagegen spricht jedoch, dass mit 
einem Antikörper (c-term) ein eindeutiges Signal im Zytoplasma der Leydig-Zellen erzielt 
werden konnte. Möglicherweise stammte dieses zytoplasmatische Signal beim 
Weißbüschelaffen von einer Emigration des pRB-Proteins aus dem Zellkern in das Zytosol. 
Dieser Vorgang konnte bisher im Rahmen seines protosomalen Abbaus (MA et al. 2003) 
sowie im Zusammenhang mit Muskeldegeneration (ARAKI et al. 2013) und 
tumorpromovierenden Prozessen (JIAO et al. 2008) nachgewiesen werden. Gleichwohl passt 
das Fehlen eines nukleären Signals nicht zu der Kenntnis, dass das Protein pRB seine 
Hauptfunktion nukleär im Rahmen der Zellzyklusregulation entfaltet (INDOVINA et al. 
2015; YEN et al. 1997). Die Ergebnisse zu pRB lassen also weder eine beschreibende noch 
eine vergleichende Interpretation des detektierten Sig als zu.  
In der immunhistochemischen Untersuchung des gegen Ras gerichteten Antikörpers konnte 
ein Signal in den Zellkernen von Keimzellen, Sertoli- und Leydig-Zellen nachgewiesen 




untersucht worden. Da das hier nachgewiesene HRAS beim Menschen ubiquitär vorkommt 
und eine grundsätzlich essentielle Funktion in der Z llzyklusregulation hat (ZHOU et al. 
2018), entspricht diese Verteilung der Erwartung. Die Hoden der pränatal gestressten 
Weißbüschelaffen zeigten auf Gen- und Proteinebene k ine Unterschiede in der Expression 
von Ras. Eine funktionelle Aussage kann durch das vergleichbare Expressionsmuster jedoch 
nicht getroffen werden, da keine Informationen zum Aktivierungsstatus der nachgewiesenen 
Ras-Proteine vorliegen. 
In den auf Protein- und Genomebene durchgeführten Untersuchungen der 
Proliferationsfaktoren war einzig Ki-67 auf Genomebene in EDEX gegenüber C um das 
1,289-Fache aufreguliert. Die Diskrepanz zwischen den auf Genom- und Proteinebene 
erlangten Ergebnissen ließe sich dadurch erklären, dass ein erhöhter mRNA-Gehalt z. B. 
aufgrund von Spleißvarianten des Proteins Ki-67 (CHIERICO et al. 2017) nicht zwangsläufig 
zu einem erhöhten Gehalt an funktionellem Protein führen muss. Es ist jedoch nicht von der 
Hand zu weisen, dass ein erhöhter mRNA-Gehalt zu einem vermehrten Vorliegen von Ki- 67 
führen kann. Das Ergebnis der Analyse mittels qPCR ist nicht spezifisch für einen Zelltyp, 
sondern trifft eine Aussage über alle im Hodengewebe vorhandenen Zellen. In der 
immunhistochemischen Untersuchung konnte das Signal des gegen den Proliferationsmarker 
Ki-67 gerichteten Antikörpers wie erwartet hauptsächlich in den Zellkernen der Keimzellen 
detektiert werden, sporadisch auch in Leydig-Zellkernen. Da der Anteil der gegen Ki-67 
positiv reagierenden Keimzellen in EDEX keinen Unterschied zu C aufwies, wäre die 
Aufregulation des Ki-67 in EDEX somit möglicherweis auf eine erhöhte Teilungsrate der 
Leydig-Zellen zurückzuführen. Dies könnte zu einer v mehrten Anzahl der Leydig-Zellen 
und somit zu einer gesteigerten Produktion von Testosteron sowie nachfolgend DHT führen. 
Eine intratestikulär erhöhte Androgenkonzentration könnte eine erhöhte 
Reproduktionsfähigkeit bei intrauterin gestressten männlichen Weißbüschelaffen bedingen, 
was jedoch aufgrund der nicht vorhandenen Daten zur Reproduktionsfähigkeit der 
Weißbüschelaffen der DEX F1 hier nicht überprüft werden kann. Durch die zusätzliche 
Verwendung von Zellmarkern in zukünftigen immunhistochemischen Untersuchungen könnte 
diese Hypothese untermauert werden.  
Aufgrund des differenzierten Auftretens von Ki-67 im Verlauf des Zellzyklus wird ein 
entsprechender Nachweis in der Tumordiagnostik genutzt (LI et al. 2015). Somit könnte die 
Aufregulation von Ki-67 in den Hoden von EDEX mit ein m möglichen vermehrten 




Hoden von erst 24 Monate alten und somit jung adulten Weißbüschelaffen und die ebenfalls 
durchgeführten Untersuchungen zu Ras und pRB deuteten nicht auf eine entsprechende 
Pathologie hin. Im Hinblick auf zukünftige Forschunge  wäre es sehr interessant zu 
untersuchen, inwieweit sich mit fortschreitendem Alter an den Hoden der DEX F1-Generation 
möglicherweise vermehrt tumoröse Prozesse manifestier n. 
Im Übrigen konnten nach meiner Recherche im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Enzyme 
SRD5A1 und SRD5A2, Relaxin, die Rezeptoren des Relaxinsystems RXFP1 und RXFP2 
sowie die Proliferationsfaktoren Ki-67, Ras und pRB erstmals im Hoden von 
Weißbüschelaffen nachgewiesen werden. Der Nachweis von Relaxin und RXFP1 in Leydig-
Zellen überrascht nicht, da beide Proteine bereits in anderen Geweben des Weißbüschelaffen 
nachgewiesen worden sind und essentielle Funktionen im Säugetierorganismus ausüben 
(siehe Kap. 2.2, S. 6). Die hier gelungenen Nachweise basieren auf immunhistochemischen 
Untersuchungen und somit auf der Bindung eines spezifischen, jedoch nur eine Teilsequenz 
umfassenden Antikörpers. Daher kann keine dezidierte Aussage über Strukturgleichheit der 
Proteine im Vergleich zum Menschen oder anderen Tieren getätigt werden. 
 
5.2 Versuchsteil II – in vivo DEX F2/F3 
 
Die Untersuchungen der Hoden der Weißbüschelaffen der DEX F1-Generation auf Gen- und 
Proteinebene geben wichtige Aufschlüsse bezüglich der molekularbiologischen 
Voraussetzungen für physiologische Prozesse. Es können jedoch keine Aussagen über die 
Funktionalität einzelner Prozesse und die Reproduktionsfähigkeit der Männchen im 
Allgemeinen getroffen werden. Aufgrund der Untersuchungen im Rahmen des 
Versuchsteils I – ex vivo standen keine intakten Männchen der DEX F1-Generation für 
weitere Forschung zur Verfügung. Daher wurden die männlichen Weißbüschelaffen der auf 
die Dexamethasongabe folgenden F2- und F3-Generation im Rahmen des Versuchsteils II – 
in vivo auf ausgewählte wichtige Faktoren der Reproduktionsfähigkeit untersucht. Die initiale 
DEX-Applikation bei den tragenden Weibchen der Gruppe EDEX wurde während der 
Embryonalphase der sich in utero entwickelnden DEX F1-Generation durchgeführt 
(MERKER et al. 1988). In dieser Phase waren die Primordialkeimzellen in den weiblichen 
Embryonen bereits angelegt und sie begannen sich vermutlich bereits zu den Oogonien zu 




(FEREYDOUNI et al. 2014). Daher konnte sich der durch die Dexamethasongabe simulierte 
Stressreiz direkt auf die Keimzellentwicklung der DEX F1-Generation auswirken, und 
Effekte auf die Männchen der F2-Generation wurden somit weitergetragen: Das Epigenom 
der Keimzellen der DEX F1-Generation konnte z. B. durch DNA-Methylierung, 
Histonmodifikation und small non-coding RNAs verändert werden, ohne die DNA-Sequenz 
zu modulieren (KHULAN und DRAKE 2012). Anders ist die Situation der Männchen der 
DEX F3-Generation: Zellen dieser Nachkommen hatten zu keinem Zeitpunkt direkten 
Kontakt zu der initialen Applikation von DEX. Dennoch können bereits genannte 
epigenetische Effekte generationenübergreifend weitergegeben worden sein oder zumindest 
weitere Auswirkungen auf die Folgegeneration gehabt en (HAMADA und MATTHEWS 
2019). Somit können auch die Männchen der DEX F3-Generation durch die initiale DEX-
Applikation beeinflusst worden sein.  
In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich die männlichen Nachkommen der rein 
maternalen Vererbungslinie untersucht. Damit sollten zusätzliche Unwägbarkeiten durch die 
Spermatogenese vermieden und die Variabilität der Effekte so gering wie möglich gehalten 
werden. Der Vollständigkeit halber sei erwähnt, dass neben der hier untersuchten maternalen 
Vererbungslinie auch über die paternale Linie vererbte Effekte von pränataler GC-Gabe 
bereits vereinzelt nachgewiesen wurden. So konnte z. B. bei Ratten gezeigt werden, dass nach 
DEX-Applikation während der Trächtigkeit die Nachkommen über die paternale Linie bis zur 
F3-Generation geringere Geburtsgewichte und Verändeu g n im Glukosestoffwechsel 
aufweisen (DRAKE et al. 2005).  
 
5.2.1 Hodengrößen 
Die Hodenvolumina aller männlichen adulten Weißbüschelaffen der Kolonie wiesen 
zwischen Frühjahr, Sommer und Winter keine signifikanten Unterschiede auf. Dieses 
Ergebnis war durchaus zu erwarten, da zumindest in Gefangenschaft gehaltene 
Weißbüschelaffen keine Saisonalität im Sexualverhalten zeigen (LI et al. 2005; KHOLKUTE 
et al. 1987). Jedoch lebten die in der vorliegenden Arbeit sowie die von LI et al. (2005) und 
von KHOLKUTE et al. (1987) untersuchten Männchen unter kontrolliert standardisierten, im 
Jahresverlauf konstanten Haltungsbedingungen, was einen möglichen saisonalen Effekt 
unterdrücken könnte. Die hier gemessenen Hodenvolumina zeigen ähnliche Größenwerte, wie 
Abbott und Hearn sie bereits 1978 publiziert haben. Allerdings liegen die Minimal- und 




bzw. über denen von ABBOTT und HEARN (1978). ABBOTT und HEARN (1978) haben 
jeweils nur den rechten Hoden ausgemessen, was sich jedoch nur minimal auf die Variabilität 
der Ergebnisse auswirken dürfte. Sehr wahrscheinlich lässt sich der Unterschied damit 
erklären, dass das Alter der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tiere eine sehr große 
Spanne von 20 Monaten bis 13,25 Jahren umfasst. Dagegen wurde von ABBOTT und 
HEARN (1978) aufgrund der damaligen Altersstruktur in der Weißbüschelaffenhaltung 
vermutlich kein Tier untersucht, das über 48 Monate alt war (HEARN et al. 1975).  
Die Applikation von DEX in der Trächtigkeit hatte beim Weißbüschelaffen zu keinem der 
drei Messzeitpunkte im Jahresverlauf einen signifikanten Effekt auf das Hodenvolumen der 
männlichen Nachkommen der DEX F2/F3 – weder absolut noch relativ zum Körpergewicht. 
In den Hoden der EDEX F1-Generation war der Proliferationsmarker Ki-67 auf Genomebene 
gegenüber C signifikant aufreguliert. Da die Hoden der DEX F1 jedoch nicht vermessen 
wurden, kann keine Aussage darüber getroffen werden, ob die Erhöhung des Ki-67 in 
DEX F1 möglicherweise raumfordernde proliferative Prozesse in den Hoden nach sich 
gezogen hat. Die Hoden der DEX F2/F3 wurden zwar vermessen, aber weder auf Gen- noch 
auf Proteinebene bzgl. Ki-67 untersucht, sodass auch hier kein Zusammenhang zwischen 
Ki-67 und proliferativen Prozessen aufgezeigt werden kann. Die schiere Größe der Hoden hat 
jedoch keine Aussagekraft bezüglich der zellulären Struktur, die ungeachtet des 
unveränderten Hodenvolumens in der DEX F2/F3-Generation beispielsweise eine erhöhte 
Anzahl an Leydig-Zellen aufweisen könnte (siehe Kap. 5.1.1.4, S. 67).  
 
5.2.2 Testosteron  
Beim Mann wurde für die Testosteronkonzentration im Blutplasma ein Tagesprofil mit 
Maximalwerten am frühen Morgen und Minimalwerten am späten Abend beschrieben 
(FAIMAN und WINTER 1971; DIVER 2009). Untersuchungen an Weißbüschelaffen 
beschreiben einen zirkadianen Rhythmus, der z. B. dem bei Rhesusaffen ähnelt und im 
Vergleich zum zirkadianen Rhythmus des Menschen ein inverses Profil aufweist: niedrige 
Testosteronkonzentration im Blut vom Morgen bis zum Nachmittag und hohe 
Testosteronkonzentration in den Abend- und Nachtstunden (KHOLKUTE 1984; 
KHOLKUTE et al. 1987). In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Unterschied 
zwischen der Testosteronkonzentration im Blut der Weißbüschelaffen zwischen niedrigen 
Werten am Morgen und im Median doppelt so hohen Werten am Mittag nachgewiesen 




und Mittag keinen Unterschied feststellen konnte. Eine Erklärung könnte die hohe Variabilität 
der Testosteronkonzentration beim Weißbüschelaffen sein (LI et al. 2005), die 
möglicherweise u. a. auf stressbedingte Einflüsse der Blutentnahmeprozedur zurückzuführen 
ist (MÖHLE et al. 2002). Untersuchungen an den ebenfalls zur Gattung der Büschelaffen 
gehörenden Callithrix kuhlii zeigten jedoch sogar für die Testosteronkonzentration im Urin – 
die bereits einen Mittelwert über die einzelne Sammelperiode abbildet – starke individuelle 
Schwankungen (TARDIF et al. 2008). Um diese Variabilität zu verringern, wurden in der 
vorliegenden Arbeit im Vergleich zu KHOLKUTES Versuchen etwa doppelt (vs. 1987) bzw. 
dreimal (vs. 1984) so viele männliche Weißbüschelaff n eingeschlossen. Im Vergleich der 
Testosteronkonzentration im Blutplasma beim Weißbüschelaffen konnte zwischen der 
Messung um 8 Uhr im Sommer (KW 32) und der im Winter (KW 49–50) zur gleichen 
Tageszeit kein Unterschied festgestellt werden. Dies bestätigt die Ergebnisse von 
KHOLKUTE (1984), der in monatlichen Untersuchungen a  in Indien gehaltenen 
Weißbüschelaffen keine Unterschiede und kein beständiges Muster im Jahresverlauf 
feststellen konnte. Daher lässt sich schlussfolgern, dass die Testosteronkonzentration im 
Blutplasma von unter standardisierten Bedingungen gehaltenen männlichen 
Weißbüschelaffen keiner saisonalen Änderung unterliegt.  
TARDIF et al. (2008) konnten eine leichte Abnahme der Testosteronkonzentration im Urin 
von Callithrix kuhlii mit zunehmendem Alter zeigen, wie sie bereits bei vielen Säugetieren, 
unter anderem auch beim Menschen, nachgewiesen werden konnte (ROLF und NIESCHLAG 
2001; TARDIF et al. 2008). Eine Gegenüberstellung der Testosteronkonzentration zwischen 
senilen bzw. jung adulten und adulten Tieren in dervo liegenden Arbeit ergab keinen 
Unterschied. Das Streudiagramm, in dem die Testosteronkonzentration im Blut gegen das 
Alter präsentiert wird, macht in der Ansicht trotz nicht nachweisbarer statistisch signifikanter 
Zusammenhänge den Anschein, als stiege die Testosteronkonzentration im Blut der 
Weißbüschelaffen bis zum Alter von ca. 72 Monaten an, um im weiteren Verlauf wieder 
abzunehmen – wie von TARDIF et al. (2008) im Urin von Callithrix kuhlii beschrieben. Die 
niedrigste Testosteronkonzentration (0,85 ng/ml) in der Alterskorrelation wies der mit einem 
Alter von 17,75 Jahren mit Abstand älteste Weißbüschelaffe auf. Auch bei den 
Untersuchungen zum Tagesprofil (in die das Tier aufgrund seines Alters nicht mit einbezogen 
wurde) konnten um 8 Uhr und 12 Uhr bei eben diesem Tier mit 0,85 ng/ml bzw. 0,37 ng/ml 
die zu diesen Uhrzeiten jeweils niedrigste Testoster nkonzentration aller untersuchten 




nach einer vier Monate später um 8 Uhr erfolgten Untersuchung eine 
Testosteronkonzentration von 4,44 ng/ml und somit das 5- bzw. 12-Fache der vorherigen 
Werte im Blutplasma gemessen werden. Diese Beobachtung am Einzeltier passt gut zu der 
bereits für Callithrix kuhlii postulierten Hypothese, dass mit zunehmendem Alter der Affen 
zwar die Testosteronkonzentration im Blutplasma leicht absinkt, die Leydig-Zellen jedoch 
Ihre Fähigkeit zur Synthese und Ausschüttung von Testosteron behalten (TARDIF et al. 2008; 
NUNES et al. 2002).  
Im durchgeführten Vergleich der Testosteronkonzentration zwischen Kontrollgruppe und 
DEX F2/F3 zu bestimmten Uhrzeiten konnte kein Unterschied festgestellt werden. Diese 
Aussage ist in Anbetracht der individuellen Variabilität der Testosteronkonzentration beim 
Weißbüschelaffen vermutlich maßgeblich durch die zwangsweise niedrigen n-Zahlen 
bestimmt. Es ist denkbar, dass bei der Verwendung von höheren Tierzahlen durchaus 
Differenzen zwischen DEX F2/F3 und C herausgearbeitet werden können. Ein Ziel der Studie 
war es, verschiedene Typen der maximalen Testosteronkonzentration im Blutplasma im 
Tagesverlauf zu charakterisieren und diese in Beziehung zu Alter, DEX-Status, dominantem 
Verhalten, Verwandtschaften oder individuellem Aktivitätsmuster setzen zu können. Dies 
alles gelang leider nicht – vermutlich aufgrund der hohen individuellen Variabilität der 
Testosteronblutkonzentration in Verbindung mit der niedrigen Tierzahl, die sich mit der 
Bildung von Untergruppen noch stark verringerte. So bringt dieser hier erfolglos untersuchte 
Aspekt zumindest die Erkenntnis, dass die enorme Schwankungsbreite der 
Testosteronblutkonzentration ergründet bzw. ein auss gekräftiger Parameter gefunden werden 
muss, bevor die Testosteronblutkonzentration in Beziehung zu anderen Kenngrößen 
untersucht werden kann. Dies könnte möglicherweise durch die Einbeziehung von 
Steroidbindungsproteinen gelingen. 
Die Konzentration von Östradiol im Blutplasma der Weißbüschelaffen unterschied sich in der 
vorliegenden Arbeit ebenso wie das Verhältnis von Testosteron zu Östradiol nicht zwischen 
den DEX F2/F3 und C. In der Humanmedizin wird der Tstosteron/Östrogen-Quotient bei 
Fertilitätsstörungen von Männern bereits diagnostisch genutzt (PAVLOVICH et al. 2001). 
Daher wäre es interessant gewesen, Rückschlüsse auf ine mögliche Beeinflussung der 
Reproduktionsfähigkeit ziehen zu können, zumal eine Veränderung des Quotienten durch 
erhöhte Aromatase-Expression beim Menschen mit Prostatakarzinomen in Verbindung 
gebracht wird (ELLEM und RISBRIDGER 2010). Doch gelang es hier nicht einmal, eine 




zu erstellen. Dies ist vermutlich maßgeblich durch die hohe individuelle Variabilität der 
Testosteronkonzentration im Blutplasma bedingt. Erschwerend kommt noch hinzu, dass 
Östradiol beim Männchen hauptsächlich peripher durch Aromatase synthetisiert wird und 
dann lokal wirkt, weshalb ein Blutplasmaspiegel wenig aussagekräftig ist (SIMPSON und 
SANTEN 2015).  
In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich der gesamte Testosterongehalt im Blutplasma, 
bestehend aus der an SHBG bzw. Albumin gebundenen Fraktion und dem freien Testosteron 
bestimmt. Biologisch aktiv ist jedoch – wie beim Mann auch – beim männlichen 
Weißbüschelaffen nur das frei im Blutplasma vorliegende Testosteron (HODGES et al. 1983; 
HOTALING und PATEL 2014; LI et al. 2005). Wäre das Testosteron nach den verschiedenen 
Fraktionen getrennt bestimmt worden, so ließen sich möglicherweise belastbare Korrelationen 
in jeglicher Hinsicht erstellen. Denkbar ist, dass durch die Bindung des Testosterons an 
Plasmaproteine wie SHGB und Albumin die Konzentration an freiem und somit aktivem 
Testosteron in einem relativ engen Rahmen stabil gehalten wird. Eine Überprüfung dieser 
These muss jedoch zukünftigen Studien vorbehalten beiben. 
 
5.2.3 Ejakulatanalyse  
Durch die Untersuchung des Ejakulates können wertvolle Hinweise auf den Funktionsstatus 
des Hodens sowie die Reproduktionsfähigkeit eines Individuums gewonnen werden. Zur 
Ejakulatgewinnung beim Weißbüschelaffen stehen heute im Allgemeinen drei 
unterschiedliche Methoden zur Verfügung: die Elektroejakulation unter Verwendung einer 
Rektalsonde (rectal probe electroejaculation, RPE) (CUI et al. 1991), die Vaginalspülung 
(vaginal washing, VW) nach natürlicher Kopulation (KUEDERLING et al. 1996) und die 
penile Vibrostimulation (PVS) (KUEDERLING et al. 200 ). In der Konzeption der 
vorliegenden Arbeit wurde die PVS aus diversen Gründen favorisiert: Die PVS erfolgt im 
Gegensatz zur RPE am wachen, unsedierten Tier, was die zusätzliche Belastung für die 
Weißbüschelaffen verringert und gleichzeitig einen Rückschluss auf das Verhalten und die 
Kooperativität des Individuums zulässt. Mit überschaubarem Aufwand wird in Gänze ein 
annähernd physiologisches Ejakulat gewonnen, ohne durch Kontakt mit der 
Vaginalschleimhaut bereits verändert worden zu sein. Die gewonnenen Ejakulate wurden 




Bisher gibt es nur wenige Studien, die mittels PVS gewonnene Ejakulate vom 
Weißbüschelaffen untersucht haben (KUEDERLING et al. 2000; SCHNEIDERS et al. 2004; 
VALLE et al. 2014). Die von KUEDERLING et al. (2000) und von SCHNEIDERS et al. 
(2004) veröffentlichten Daten bezüglich des Ejakulatvolumens, der Spermienkonzentration 
und dem Anteil an motilen Spermien decken sich weitestgehend mit den hier vorgestellten 
Ergebnissen. VALLE et al. (2014) berichten jedoch im Vergleich mit der Kontrollgruppe der 
vorliegenden Arbeit von einer deutlich (ca. drei- bis fünffach) höheren Spermienkonzentration 
in den Ejakulaten bei vergleichbaren Ejakulatvolumina, was sich daher auch auf die 
Spermiengesamtzahl auswirkt. Auch der Anteil der progressiv motilen Spermien liegt über 
dem der hier gezeigten Untersuchungen. Vermutlich sind die Abweichungen auf individuelle 
Variationen der Tiere in Verbindung mit den geringe Tierzahlen sowie auf feine 
Unterschiede in der Gewinnung und Handhabung des Ejakulates zurückzuführen. Bezüglich 
der Anteile an langsamen und lokal motilen Spermien b im Weißbüschelaffen gibt es meines 
Wissens nach bis jetzt keine Veröffentlichungen. Im Vergleich zum Menschen können für 
den Weißbüschelaffen somit eine sehr viel höhere Sprmienkonzentration und ein deutlich 
höherer Anteil an motilen Spermien beschrieben werden (COOPER et al. 2010).  
Im Vergleich der Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede bezüglich der Motilitäten. 
Die DEX F2/F3-Tiere zeigten zwar im Median höhere Anteile an motilen Spermien im 
Vergleich zu C, doch waren auch diese nicht signifikant. Eine Ursache der geringen 
Trennschärfe sind wahrscheinlich die niedrigen Tierzahlen. Würden mehr Tiere verwendet, 
könnten möglicherweise die beschriebenen Tendenzen signifikant belegt werden. 
Die Erfolgsrate der PVS bei Weißbüschelaffen variiert offensichtlich stark individuell. Die 
bereits genannten Veröffentlichungen beschreiben mittlere Erfolgsraten von 35,2 % bis hin zu 
89,2 % (KUEDERLING et al. 2000; SCHNEIDERS et al. 2004; VALLE et al. 2014). Die 
mittlere Erfolgsrate der Tiere aus der Kontrollgruppe der vorliegenden Studie von 54 % fügt 
sich mittig in diesen Rahmen ein. Dagegen zeigten die in der Gruppe DEX F2/F3 
zusammengefassten Nachkommen der ursprünglich mit DEX behandelten Tiere beim 
Absamen deutlich niedrigere Erfolgsraten, die sich signifikant von der Kontrollgruppe C 
unterschieden und von den bisherigen Veröffentlichungen markant nach unten abwichen. Die 
Erfolgsraten der jung adulten Weißbüschelaffen lagen versuchsgruppenübergreifend ebenfalls 
signifikant niedriger im Vergleich zu denen der adulten Tiere. Da drei von fünf Individuen 
der DEX F2/F3 in die Altersklasse der jung adulten Tiere einzuordnen waren, ist es denkbar, 




dass die Pubertät bei allen untersuchten Weißbüschelaffen abgeschlossen war und dass auch 
in der Altersklasse der adulten Tiere von einem Individuum bei allen 18 durchgeführten 
Versuchen kein Ejakulat mittels PVS zu gewinnen war. Die meisten Affen der DEX F2/F3 
waren während der PVS unaufmerksam und motorisch hyperaktiv und ließen sich durch keine 
der sonst oft mit Erfolg angewandten Methoden (z. B. Fütterung von Gummi arabicum, 
Veränderung der Fixierung) dazu bewegen, stillzuhalten. Diese Verhaltensmuster gleichen 
den Symptomen des Komplexes der Aufmerksamkeitsdefizit- und Hyperaktivitätsstörung 
(ADHS) (THAPAR und COOPER 2016). Dabei ist bemerkenswert, dass der Weißbüschelaffe 
als exzellenter humanrelevanter Modellorganismus beschrieben wird, um die 
neuroanatomischen Grundlagen für neuropsychiatrische Erkrankungen wie z. B. ADHS zu 
erforschen (OIKONOMIDIS et al. 2017). Dazu passend konnte in Untersuchungen an 
Weißbüschelaffen mit identischem und an Rhesusaffen mit ähnlichem Studienaufbau gezeigt 
werden, dass die Tiere der LDEX F1 im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger Spiele 
initiierten, verminderte Erfolgsraten und Lernfortschritte bei motorischen Aufgaben sowie 
weniger soziale Interaktionen zeigten (HAUSER et al. 2008; PRYCE et al. 2011). Einer der 
multiplen Risikofaktoren für ADHS ist pränataler maternaler Stress, wobei speziell eine 
Exposition des Fetus im dritten Trimester der Schwangerschaft mit einem erhöhten Risiko für 
ADHS in Verbindung gebracht wird (MANZARI et al. 2019; THAPAR und COOPER 2016). 
Interessanterweise konnte beim Menschen ein Zusammenhang zwischen pränatalem Stress 
und ADHS bei den männlichen Nachkommen nachgewiesen werden, nicht jedoch bei den 
weiblichen Nachkommen (ZHU et al. 2015).  
Zusätzlich zu den klinischen Untersuchungen ist sowohl von Tiermodellen als auch von 
humanmedizinischen Studien her bekannt, dass pränataler Stress unter anderem strukturelle 
Veränderungen in für kognitive Funktionen zuständigen Gehirnarealen nach sich zieht 
(SANDMAN et al. 2011; PRYCE et al. 2011). Es sind jedoch, wie auch die vorliegende 
Arbeit zeigt, nicht nur die direkten Nachkommen derF1 betroffen: Experimente an einem 
ADHS-Modell in Ratten konnten nicht nur in der F1 Hyperaktivität nachweisen, sondern – 
ausschließlich über die maternale Vererbungslinie – auch in der F2 und F3 (ZHU et al. 2014). 
Aus der Humanmedizin gibt es jedoch bisher kaum Studien, die die transgenerationale 
Weitergabe von durch pränatalen Stress bedingten Veränd rungen adressieren (HAMADA 
und MATTHEWS 2019), weshalb die aus Tierversuchen gwonnenen Erkenntnisse lediglich 
erste Hinweise sein können. Vermutlich verhindert beim Menschen bisher die Vielfalt der 




identifizieren (HEARD und MARTIENSSEN 2014). Dies unterstreicht jedoch die 




Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Reproduktionssystem des männlichen 
Weißbüschelaffen sind vielgestaltig. So konnten die Proteine ARO, 17βHSD7, SRD5A1, 
SRD5A2, AR, ERα, ERβ, RLN, INSL3, RXFP1, Ki-67 und Ras sowohl auf Gen- als auch auf 
Proteinebene im Hoden von Weißbüschelaffen nachgewies n werden. Der Nachweis von 
ARO, 3βHSD2 und INSL3 konnte vorliegende gleichlautende Veröff ntlichungen bestätigen 
(KELNAR et al. 2002; TURNER et al. 2002; ZARREH-HOSHYARI-KHAH et al. 1999). 
Das Vorkommen von SRD5A1, SRD5A2, RLN, RXFP1, Ki-67 und Ras im Hoden von 
Weißbüschelaffen wurde hier erstmals beschrieben. Veröffentlichungen von Daten zu den 
genannten relevanten Proteinen der Reproduktion im hu anen Hoden bzw. in anderen 
Organen des Weißbüschelaffen (siehe Kap. 2.2, S. 6 ff.) ließen dies jedoch erwarten. Auch die 
Enzyme bzw. Steroidrezeptoren 17βHSD7, AR, ERα und ERβ konnten im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit in den Hoden von Weißbüschelaffn detektiert werden, zeigen jedoch 
andere zelluläre Verteilungsmuster als bisher beschrieben. Mögliche Erklärungen für die 
Differenzen könnten u. a. Spleißvarianten oder Unterschiede in der angewandten Methodik 
liefern (siehe Kap. 5.1.1.1., S. 61 und Kap. 5.1.1.2, S  63).  
Des Weiteren geben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Hinweise darauf, wie sich Stress 
während der Trächtigkeit beim Weißbüschelaffen auf die Nachkommen auswirken könnte. 
Diesbezüglich sind Versuchsteil I – ex vivo Hoden DEX F1 und Versuchsteil II in vivo 
DEX F2/DEX F3 getrennt zu betrachten. Bei der Untersuchung der DEX F1 wurde 
ersichtlich, dass alle ausgewählten, für die Reproduktion essentiellen Enzyme, Hormone und 
Rezeptoren im Hoden von Weißbüschelaffen exprimiert werden. Im Vergleich zur 
Kontrollgruppe konnten überwiegend ähnliche Signalstärken in der IHC bzw. 
Expressionsraten in der qPCR gemessen werden. Für SRD5A1, SRD5A2 und Ki-67 wurde 
eine Erhöhung in den Hoden der Weißbüschelaffen der EDEX F1 festgestellt. Diesbezüglich 
aufgetretene Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen auf Gen- und Proteinebene sind 
möglicherweise auf die geringe Tierzahl zurückzuführen. Wichtige Voraussetzungen für eine 




Östrogen-mediierten Signalen im Hoden liegen demnach bei intrauterin gestressten 
männlichen Weißbüschelaffen vor, möglicherweise sogar in verstärkter Weise. 
Bei der Untersuchung der Testosteronkonzentration im Tagesverlauf wurden am Mittag 
höhere Werte gemessen als am Morgen. Dies widerspricht bereits publizierten Ergebnissen 
(KHOLKUTE 1984; KHOLKUTE et al. 1987), ist möglicherweise jedoch durch die hohe 
Variabilität der Testosteronkonzentration im Blut der Weißbüschelaffen zu erklären. Für die 
meisten erhobenen Parameter im Rahmen der Testosteron- und 17β-Östradiolkonzentrationen, 
der Messung der Hodengrößen, dem Absamen sowie der Ejakulatanalyse der männlichen 
Weißbüschelaffen konnten im Vergleich zwischen DEX F2/F3 und C keine Unterschiede 
festgestellt werden. Einzig die Erfolgsrate der PVS lag bei DEX F2/F3 signifikant niedriger 
als bei den Kontrolltieren. Die während der erfolglsen PVS von den Männchen der 
DEX F2/F3 gezeigten Verhaltensmuster ähnelten stark den Schlüsselelementen des 
Komplexes der ADHS beim Menschen. Die geringe Tierzahl erlaubt jedoch keine genaue 
Aussage darüber, ob die geringe Erfolgsrate der PVSentweder auf die F2- oder die F3-
Generation einzugrenzen ist bzw. ob beide DEX-Generationen betroffen sind. Die 
Differenzierung wäre wichtig für die Erforschung der Weitergabe der Effekte, da das 
applizierte DEX intrauterin direkt auf den Embryo und somit auf die in Form von Keimzellen 
bereits vorliegende F2-Generation einwirken konnte. Im Gegensatz dazu können in der F3-
Generation beobachtete Auswirkungen nur durch epigenetische Effekte erklärt werden. 
Allerdings ist zu bedenken, dass die Erfolgsrate der PVS starken individuellen Schwankungen 
unterliegt (siehe Kap. 5.2.3, S. 74) und die niedrigen Absamquoten in DEX F2/F3 somit 
durch die niedrige Tierzahl bedingt sein können. 
In der Literaturübersicht der vorliegenden Arbeit wurde bereits beschrieben, dass der 
Weißbüschelaffe einen hervorragenden Modellorganismus in Bezug auf die Physiologie der 
humanen Trächtigkeit (EINSPANIER et al. 2006b) sowie der männlichen Reproduktion 
darstellt. Die im Versuchsteil I ermittelten Ergebnisse auf Gen- und Proteinebene in den 
Hoden der DEX F1 zeigen fast durchweg sehr hohe Ähnlichkeiten mit vergleichbaren 
humanen Studien (siehe Kap. 5.1, S. 60 ff.). Somit kann die Humanrelevanz des 
Weißbüschelaffen als Modellorganismus zum männlichen Reproduktionssystem für die 
untersuchten Aspekte bestätigt werden. Dennoch ist nach wie vor auch bei der 
Übertragbarkeit von am Weißbüschelaffen gewonnenen Erkenntnissen auf die humane 
Situation Vorsicht geboten. So musste z. B. aufgrund der partiellen Steroid-Resistenz beim 




2004) mit 5 mg/KG Körpergewicht eine extrem hohe DEX-Dosis verwendet werden, um 
einen suppressiven Effekt auf die endogene GC-Produktion der tragenden Weibchen zu 
erzielen (NYIRENDA et al. 2009). Zum Vergleich: Beim Menschen kann bereits mit 1 mg 
pro Tag pro Person eine Suppression der ACTH-Produktion erzielt werden (PAPPACHAN et 
al. 2017; MCCANN-CROSBY et al. 2018). Die zur Anwendu g beim Menschen laut 
Fachinformationen aktuell verfügbarer Präparate empfohlene maximale Tagesdosis liegt bei 
etwa 200 mg pro Person (≙ ca. 2-4 mg/KG Körpergewicht) – in der Schwangerschaft sollte 
die Anwendung prinzipiell sogar nur nach sorgfältiger Nutzen-Risiko-Abwägung erfolgen. 
Trotz der offensichtlich stark zwischen Menschen und Weißbüschelaffen bzgl. DEX 
differierenden Dosis-Wirkungs-Kurven können die Ergebnisse der vorliegenden Studie bis zu 
einem gewissen Grad durchaus auch in der humanen Situation reflektiert werden. So zeigten 
gesunde Kinder, deren Mütter im ersten Trimester der Schwangerschaft mit DEX behandelt 
wurden, im Vergleich zu Kontrollkindern eine verringerte Fähigkeit, sich Wörter zu merken, 
und sie ordneten sich selbst als sozial ängstlicher ein (LAJIC et al. 2011; LAJIC et al. 2018).  
Bei der Auswertung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben sich weitere Fragen 
ergeben, die durch die angewandten Analysen nicht beantwortet werden konnten. So könnte 
es z. B. zielführend sein, bereits die fetalen Hoden r F1-Generation zum Zeitpunkt der 
DEX-Applikation auf den Glucocorticoidrezeptor hin zu untersuchen, um das Ausmaß der 
Beeinflussbarkeit des Hodens durch DEX bewerten zu können. Würden zusätzlich die Hoden 
der F1-Generation in höherem Alter untersucht, so könnte das Vorkommen von tumorösen 
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Einleitung: Der Einfluss von Stress während der Schwangerschaft auf den Fetus lässt sich 
auch postnatal bis in das Erwachsenenalter und teilweise sogar bis in nachfolgende 
Generationen nachweisen. Eine Vielzahl an Störgrößen erschwert es enorm, beim Menschen 
konkrete Kausalitäten auszuarbeiten. Mit dem Weißbüschelaffen steht ein humanrelevanter 
Modellorganismus zur Verfügung, der eine dem Menschen sehr ähnliche Situation in Bezug 
auf die Physiologie der Trächtigkeit sowie der männlichen Reproduktion bietet, gleichzeitig 
jedoch einen hohen Grad der Standardisierung ermöglicht.  
Ziele der Untersuchungen: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten ausgewählte Faktoren 
des Reproduktionssystems in den Hoden adulter Weißbüschelaffen mittels qPCR und 
Immunhistochemie nachgewiesen und auf Zellebene lokalisiert werden. Weiterhin sollte 
ermittelt werden, ob die nachgewiesenen Proteine durch pränatalen Stress beeinflusst werden. 
Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob und in welcher 
Form sich ein standardisierter pränataler Stressreiz postnatal auf ausgewählte Parameter der 
männlichen Reproduktion des Weißbüschelaffen bis hin zur F3-Generation auswirken kann.  
Tiere, Material und Methoden: Trächtige Weißbüschelaffen wurden von Trächtigkeitstag 42 
bis 48 (EDEX) bzw. Trächtigkeitstag 90 bis 96 (LDEX) täglich mit 5 mg Dexamethason 
(DEX) pro kg Körpergewicht per os behandelt. Eine Kontrollgruppe (C) erhielt während der 
gesamten Trächtigkeit keine Glucocorticoide. Von deadulten männlichen Nachkommen der 
F1-Generation wurden 9 (C), 8 (EDEX) und 9 (LDEX) jeweils tiefgefrorene Hoden auf 12 
Transkripte aus den Gruppen der Enzyme der Steroidbiosynthese, der Steroidrezeptoren, des 
Relaxinsystems und der Proliferationsmarker mittels qPCR quantitativ untersucht. Die jeweils 
kontralateralen Hoden waren in Paraformaldehyd fixiert worden und wurden parallel auf 




vorliegenden Arbeit wurden die jeweils in maternaler Linie weitergezüchteten Männchen der 
DEX F2 (n = 2) und DEX F3 (n = 3) auf relevante Parameter der Reproduktionsfähigkeit hin 
untersucht: Die Größe der Hoden wurde im Frühling, m Sommer und im Winter gemessen, 
Blutplasmaproben an einem Tag im Sommer um 8 Uhr, 12 Uhr und 16 Uhr sowie an einem 
Tag im Winter um 8 Uhr entnommen und daraus mittels ELISA die Konzentration von 
Testosteron sowie teilweise von 17β-Östradiol ermittelt; Ejakulate wurden durch penile 
Vibrostimulation (PVS) gewonnen und computergestützt untersucht. Alle Ergebnisse wurden 
jeweils mit mindestens elf unbehandelten männlichen Ti ren derselben Kolonie verglichen.  
Ergebnisse: Alle untersuchten für die männliche Reproduktion relevanten Proteine konnten in 
den Hoden der F1 nachgewiesen werden. In den Hoden der EDEX F1 und der LDEX F1 war 
auf Proteinebene jeweils einzig die Steroid-5α-Reduktase 1 (SRD5A1) gegenüber C erhöht. 
Auf Genebene waren von den untersuchten Transkripten nur in den Hoden der EDEX F1 die 
SRD5A1, SRD5A2 und Ki-67 jeweils signifikant gegenüber C aufreguliert. Die Hodengröße 
änderte sich nicht signifikant im Jahresverlauf. Im Tagesverlauf konnte ein signifikanter 
Anstieg der Testosteronkonzentration im Blutplasma zwischen 8 Uhr und 12 Uhr ermittelt 
werden. Jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Testosteronkonzentration im 
weiteren Tageszeitenvergleich, im Sommer und Winter und in Relation zum Alter festgestellt 
werden. Darüber hinaus bestand keine Korrelation zwischen Testosteron- und 17β-Östradiol-
konzentration aus denselben Blutproben. Der Vergleich aller im Zusammenhang mit der PVS 
erhobenen Parameter zwischen DEX F2/F3 und C ergab, dass einzig die Erfolgsrate der PVS 
in DEX F2/F3 niedriger lag als in C. Der versuchsgruppenübergreifende Vergleich aller 
Ejakulate zwischen den Altersgruppen ergab bei jung adulten Tieren einen signifikant 
höheren Anteil an motilen Spermien sowie eine signifikant schlechtere Erfolgsrate der PVS 
gegenüber adulten Tieren.  
Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinwe se darauf, wie sich 
Stress während der Trächtigkeit beim Weißbüschelaffen auf die Nachkommen auswirken 
könnte: In DEX F1 sind wichtige Voraussetzungen für eine funktionierende Testosteron-
Biosynthese sowie die Vermittlung von Testosteron- u d Östrogen-mediierten Signalen im 
Hoden gegeben, möglicherweise sogar in verstärkter Weise. Darüber hinaus bestätigen diese 
Ergebnisse die Humanrelevanz des Weißbüschelaffen als Modellorganismus zum männlichen 
Reproduktionssystem. In DEX F2/F3 könnte die niedrige Erfolgsrate der PVS ein Hinweis 
auf verminderte Konzentrationsfähigkeit in den auf intrauterinen Stress folgenden 
Generationen sein. Jedoch unterscheiden sich die meisten erhobenen reproduktions-
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Introduction: The impact of prenatal stress can also be detected in the grown-up offspring and 
partly even in following generations. There are many interfering variables that make it nearly 
impossible to establish precise correlations in humans. However, the common marmoset is a 
model organism very similar to humans with respect to the physiology of pregnancy as well 
as to male reproduction. In addition to that, the possibility of a high-grade standardisation is 
extremely advantageous.  
Objective: The first part of this work aimed at detecting selected factors of the reproductive 
system in testes of adult common marmosets by qPCR and immunohistochemistry, and 
localising them at the cellular level; both were directed at clarifying whether or not the target 
proteins respond to prenatal stress. The second part aimed at determining in which form and 
to what extent standardised prenatal stress affects s lected parameters of male reproduction up 
to the F3-generation in the common marmoset. 
Animals, materials and methods: Pregnant common marmosets were treated daily with a dose 
of 5 mg dexamethasone (DEX) per kg body weight per os on gestational days 42 to 48 
(EDEX) and gestational days 90 to 96 (LDEX). A contr l group (C) received no 
glucocorticoid treatment during pregnancy at all. By qPCR, 12 transcripts from the groups of 
steroidogenic enzymes, steroid receptors, the relaxin system and the proliferation markers 
were quantitatively analysed in 9 (C), 8 (EDEX) und 9 (LDEX) frozen testes of F1 generation 
adult male offspring. Respective contralateral testes had been fixed in paraformaldehyde and 
were analysed on protein level by immunohistochemistry (IHC). In the second part of this 
work, males of DEX F2 (n = 2) and DEX F3 (n = 3), each bred in the maternal line, were 
analysed for relevant parameters of reproduction ability: testes were measured in spring, 




12 noon and 4 p.m. as well as on a day in winter at 8 .m. and subsequently analysed by 
ELISA for testosterone and partly 17β-oestradiol; ejaculates have been gathered by penile 
vibrostimulation (PVS) and were tested by computer-assisted sperm analysis. All results were 
compared with those on at least 11 untreated male common marmosets of the same colony. 
Results: Each of the targeted proteins relevant for male reproduction was detected in testes of 
F1. At the protein level only steroid 5α-reductase 1 (SRD5A1) was enhanced expressed in 
testes of EDEX F1, and LDEX F1 compared to C. At the gene level, SRD5A1, SRD5A2 and 
Ki-67 were each enhanced expressed compared to C, but in testes of EDEX F1 only. Testis 
size did not vary significantly during the course of the year. During the course of the day there 
was a significant rise of the testosterone concentration in blood plasma between 8 a.m. and 
12 noon. However, there was no significant difference in the testosterone concentration 
during other times of the day, nor between summer and winter or in relation to the age of the 
monkeys. Furthermore there was no correlation between the testosterone and the 
17β-oestradiol concentrations in the same blood samples. Comparisons of all measured PVS 
parameters between DEX F2/F3 and C gave a lower succe s rate of PVS in DEX F2/F3 as the 
only difference. Comparisons of the ejaculates betwe n age groups irrespective of the DEX 
classification revealed that young adult common marmosets possess a significantly higher 
percentage of motile sperms as well as a significantly lower success rate of PVS compared to 
adult monkeys. 
Conclusions: The results of this study suggest how stress during pregnancy could influence 
subsequent generations in the common marmoset: in DEX F1, important requirements of 
active testosterone biosynthesis as well as of mediation of testosterone and oestrogen signals 
in testis are met, possibly even enhanced. In addition, hese results confirm the relevance of 
the common marmoset as a model organism for human male reproduction. In DEX F2/F3, the 
low success rate of PVS might indicate a reduced capability to concentrate in generations 
following intrauterine stress on F1. Yet, most of the tested parameters pertinent to 
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Durchführung der qPCR 
Jeweils 30–35 mg Hodengewebe wurden unter Verwendung des Lyse-Puffers RLT 
(Fa. Qiagen) mit dem Hochleistungs-Dispergiergerät Ultra-Turrax, T25 (Fa. Janke & Kunkel) 
homogenisiert. Mit einem RNeasy Mini-Kit (Fa. Qiagen) wurde die gesamte RNA aus dem 
vorliegenden Homogenisat aufgereinigt. Die Quantifizierung der RNA erfolgte mit 
GENESYS 10 Bio (Fa. ThermoFisher Scientific). Die gsamte RNA einer Probe (je 1 µg) 
wurde mithilfe einer Reversen Transkriptase im Kit SuperScript III (Fa. Invitrogen) in cDNA 
umgewandelt. Die qPCR der Proben wurde mit dem RotorGene 6000 (Fa. Corbett 
Lifescience) wie folgt durchgeführt: 1 µl einer zehnfachen Verdünnung jeder Probe wurde mit 
19 µl eines SensiMixdt Kit (Fa. Quantace Ltd) versetzt. Das Probengemisch wurde 
10 Minuten lang auf 95 °C erhitzt. Darauf folgten 45 Zyklen, die jeweils aus einer 
30 Sekunden langen Phase bei 54–58 °C und einer 15 Sekunden langen Phase bei 72 °C 
bestanden.  
Abhängig vom zu bestimmenden Gen wurde cDNA von Plazenta, Gehirn oder Prostata als 
Positivkontrolle in der Analyse mitgeführt. Als Negativkontrollen diente cDNA von entweder 
Muskel- oder Lungengewebe. In allen Analysen wurden parallel no template controls (NTC) 
eingesetzt, um Kontamination und falsch positive Prime -Dimer-Bildungen ausschließen zu 
können. Des Weiteren wurde im Anschluss an die qPCR die Schmelzkurve analysiert, um die 
Spezifität der entsprechenden Produkte sicherzustellen. 
 
EDTA/Glycin-Puffer nach Saunders et al. (2001) 
1,46 g EDTA und 0,375 g Glycin wurden in 500 ml Aqua bidest mindestens eine Stunde lang 
auf einer Magnetrührplatte bei Zimmertemperatur gelöst und über Nacht im Kühlschrank bei 
4 °C gelagert. Vor der Verwendung im immunhistochemischen Ansatz wurde auf einer 












4 ml Trypsin (0,25 %) + 80 ml PBS + 1 Messerspitze CaCl2 
 
TBS-Waschpuffer pH 7,4–7,6 
6,05 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Fa. Merck) + 43,90 g NaCl + 2 l aqua destillata  
Einstellen des pH auf 7,4–7,6 mit 1 N HCl, anschließend auf 5 l mit aqua destillata auffüllen 
 
Tabelle 9.1: Herkunft der Antikörper für die Immunhistochemie 
Protein Herkunft 
ARO Pineda (Berlin, Deutschland) 
3βHSD2 Pineda (Berlin, Deutschland) 
17βHSD7 Pineda (Berlin, Deutschland) 
SRD5A1 antibodies-online GmbH (Aachen, Deutschland) 
SRD5A2 antibodies-online GmbH (Aachen, Deutschland) 
AR Dianova (Hamburg, Deutschland) 
ERα Euromedex (Souffelweyersheim, Frankreich) 
ERβ Prof. Philippa Saunders  (Edinburgh, Großbritannien) 
RLN Prof. Almuth Einspanier (Leipzig, Deutschland) 
INSL3 Prof. Almuth Einspanier (Leipzig, Germany) 
RXFP1 Pineda (Berlin, Deutschland) 
RXFP2 Pineda (Berlin, Deutschland) 
Ki-67 antibodies-online GmbH (Aachen, Deutschland) 
Ras Dianova (Hamburg, Germany) 
pRb antibodies-online GmbH (Aachen, Deutschland) 
pRb antibodies-online GmbH (Aachen, Deutschland) 








Abbildung 9.1: Fließschema der Assayvorschriften für die Bestimmung von Testosteron (links) bzw. 
17β-Östradiol (rechts) im ELISA 
  
Aufnahme der Probenextrakte mit Phosphatpuffer
Beschickung der Mikrotiterplatte:
NSB (Nicht spezifische Bindung)
B0 (Maximale Bindung)
QC (Qualitätskontrolle)
Eichreihe (0,05 ng/ml bis 12,5 
ng/ml) Proben (1:8 und1:16)
Berechnung der Hormonkonzentration 
durch die Software WorkOut 2.0
Stoppen der Reaktion mit je 50µl 2M Schwefelsäure
Extinktionsmessung mit Perkin Elmer Wallac 1420 Victor2 
Multilabel Counter bei einer Wellenlänge von 450 µm
Inkubation der Mikrotiterplatte 
mit Antikörper und Enzym bei 4°C 
über Nacht auf dem Schüttler
Abgießen und Waschen der Platte
Inkubation mit je 150µl Chromogen Tetramethylbenzidin 
(Fa. Sigma-Aldrich) unter Lichtabschluss für 50 Minuten
Beschickung der Mikrotiterplatte 
ohne Enzym:
NSB, B0 und QC
Eichreihe (5 pg/ml bis 160 pg/ml)
Proben (1:4, 1:8 oder 1:16)
Zugabe des Enzyms und 
Inkubation der Mikrotiterplatte bei 
4°C über Nacht auf dem Schüttler
Vorinkubation mit Antikörper für 







Spezifisch für den Testosteron-ELISA verwendete Materialien 
Die Eichreihe (0,05 ng/ml - 12,5 ng/ml) wurde als Verdünnungsreihe mit Phosphatpuffer aus 
einer Testosteron-Stammlösung (1 µg/ml, Fa. Merck) hergestellt. Der Antikörper (AK) 
(hormonspezifisches polyklonales Antiserum vom Kaninchen/Sorte 1, eigene Immunisierung) 
wurde 1:150.000, das Enzym Testosteron-3-CMO-POD (Fa. Firma Fitzgerald) 1:20.000 mit 
Phosphatpuffer verdünnt. Tiefgefrorene (-20 °C) mitAnti-Kaninchen-IgG vom Schaf (TU 
München) beschichtete 96 Well-Mikrotiterplatten wurden unmittelbar vor dem Assay 
aufgetaut und mit einer Tween 80-Lösung (Polysorbat, F . Serva) gewaschen. Das Schema 
der Beschickung der Mikrotiterplatte ist in Tabelle 9.2 dargestellt. 
Tabelle 9.2: Beschickung der jeweiligen Wells für den kompetitiven Testosteron-ELISA 
Funktion Beschickung der jeweiligen Wells 
Nicht spezifische Bindung (NSB) 150 µl Phosphatpuffer 
Maximale Bindung (B0) 50 µl Phosphatpuffer + 100 µl AK-Lösung 
Eichreihe 50 µl Standardlösung + 100 µl AK-Lösung 
Qualitätskontrollen (QC 1,56 ng/ml) 50 µl QC + 100 µl AK-Lösung 
Proben 50 µl Probe + 100 µl AK-Lösung 
 
Spezifisch für den Östradiol-ELISA verwendete Materialien 
Die Eichreihe (5 pg/ml - 160 pg/ml) wurde als Verdünnungsreihe mit Phosphatpuffer aus 
einer 17β-Östradiol-Stammlösung (240 ng/ml, Fa. Serva) hergestellt. Der 17β-Östradiol-AK 
(hormonspezifisches polyklonales Antiserum vom Kaninchen, Estradiol-Antiserum Jena®, 
Jenapharm) wurde 1:1.000.000 mit Phosphatpuffer verdünnt. Tiefgefrorene (-20 °C) mit Anti-
Kaninchen-IgG vom Schaf (TU München) beschichtete 96 Well-Mikrotiterplatten wurden 
unmittelbar vor dem Assay aufgetaut und mit einer Tween 80-Lösung (Polysorbat, Fa. Serva) 
gewaschen. Das Schema der Beschickung der Mikrotiterpla te ist in Tabelle 9.3 dargestellt. 
Nach 3 Stunden Vorinkubation wurden jeweils 50 µl einer 1:16.000 mit Phosphatpuffer 
verdünnten östradiolgebundenen Peroxidaselösung (Östradiol-17β-6-CMO-POD, 






Tabelle 9.3: Beschickung der jeweiligen Wells für den kompetitiven 17β-Östradiol-ELISA 
Funktion Beschickung der jeweiligen Wells 
Nicht spezifische Bindung (NSB) 100 µl Phosphatpuffer 
Maximale Bindung (B0) 50 µl Phosphatpuffer + 50 µl AK-Lösung 
Eichreihe 50 µl Standardlösung + 50 µl AK-Lösung 
Qualitätskontrollen (QC 20 pg/ml; 60 pg/ml)) 50 µl QC + 50 µl AK-Lösung 
Proben 50 µl Probe + 50 µl AK-Lösung 
 
Ejakulatanalyse mittels CASA 
Tabelle 9.4 In Software AndroVision® für die Analyse der Ejakulate eingestellte Parameter; ALH = amplitude of 
lateral head displacement, BCF = beat cross frequency, VCL = curvilinear velocity, VSL = straight line velocity. 
Formparameter 
Fläche 15 min.; 100 max. 
Form 1,2 min. 
Motilitäten 
Immotil ALH < 4.000 AND BCF < 4.000 
Lokale Motilität VCL < 20.0000 AND VSL < 10.0000 
Kreismotilität Radius > 10.0000 AND Radius < 10.000 
Slow Motility VCL < 80.00 








Nun ist dieses opus also tatsächlich fertiggestellt. Ein endliches Hin u d Her zwischen 
Zweifel und Zuversicht als Mikrokosmos, stellvertretend für so viele andere Projekte im 
Leben. Je nach Bezugsgröße sind neun lange oder neun kurze Jahre meines Lebens darüber 
vergangen. Unzählige Personen haben zum schlussendlichen Gelingen dieser Odyssee 
beigetragen, von denen hier nur einige namentlich erwähnt werden können:  
Frau Prof. Almuth Einspanier – DANKE für die Überlassung des Dissertationsthemas, die 
ausgesprochen zeitnahe Bearbeitung meiner unzähligen promotionsbegleitenden Anliegen, 
die Ermöglichung der Besuche internationaler Kongresse, die stets geöffnete Bürotür und die 
bestimmt in vielerlei Hinsicht strapazierte und doch bewahrte Geduld. 
Die Affenbande Vicki, Carsten, Vivian, Susi R., Corinna, Anne W., Nadine, Anne R., Fränze, 
Alex, Robert, Christin, Jan, Georgina, Jessica, Conrad, Olivia, Felix und besonders mein 
Büropartner und Leidensgenosse Matthias – DANKE für die Unterstützung bei der 
Gewinnung von Proben und der Erhebung von Daten sowie für lehrreiche und spaßige 
Stunden im Affenhaus und darüber hinaus. 
Susi T., Jackie und Frau Dr. Gottschalk – DANKE für die tatkräftige Unterstützung bei der 
Immunhistochemie bzw. bei der qPCR sowie die fachkundige und herzliche Beratung durch 
Frau Dr. Gottschalk, ohne die die Laborarbeiten nicht in der Form möglich gewesen wären.  
Herr Prof. Kauffold – DANKE für das entgegengebrachte Vertrauen und die Möglichkeit, das 
von Ihnen neu angeschaffte CASA-System zu nutzen.  
Susanne Pyttel – DANKE für die Einführung in die standardisierte Untersuchung humanen 
Ejakulates.  
Frau Dr. Müller, Susanne Eder und Frau Franz – DANKE für die Einblicke ins IZW und die 
Exkurse, die der Übertragung des Humanen ins Marmosettige den Anstoß gaben. 
Angelika – DANKE für Deine Ratschläge, die mir entscheidend geholfen haben, den mir 
schier unüberwindbar erscheinenden Berg der qPCR-Auswertung zu erklimmen. 
Martin und Ulli – DANK Euch ist mein Text erst salonfähig geworden. 
Nicht hoch genug ist der moralische Rückhalt durch meine Freunde zu schätzen: die 
rücksichtsvoll verschluckte Frage nach dem Fortgang der Dissertation, der Ansporn durch 
erfolgreiche Promotionen im Freundeskreis und nicht zuletzt die Erkenntnis der 
relativierenden Wichtung diverser Tätigkeiten in meinem Leben. 
Und damit bin ich zuletzt und doch am allerwichtigsten bei meiner Familie. Ihr musstet 
meinen Frust ertragen, mich oft entbehren und dann auch noch aufbauen, um den Kreis 
wieder zu schließen. Meine Eltern und Großeltern haben den Weg geebnet, dass ich heute 
überhaupt dort sein kann, wo ich bin. Meine Schwestern haben diesen Weg ausgestaltet und 
tun dies glücklicherweise noch heute. Mit Ulrike habe ich eine ganz wunderbare Frau an 
meiner Seite, die an meinem Leben inklusive Promotion die entscheidenden Anteile hält. 
Meine Kinder pulverisieren Zeit, tranchieren Nerven u d sind doch gleichzeitig die 
höchstmögliche Referenz, an der sich alles in meinem L ben messen lassen muss. 
